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1 Einleitung 
1.1 Die Niere 
Die Nieren des Menschen (griech. nephros) sind paarig beidseits der Wirbelsäule angeordnete 
bohnenförmige Organe, die für die Filtration des Blutes und die Sekretion des Urins sorgen. 
Sie entwickeln sich während der Embryogenese des Menschen in drei Phasen: Pronephros, 
Mesonephros und Metanephros, wobei sich das vollständige Metanephros direkt nach der 
Geburt bildet (Bouchard, 2004). Das Gewicht einer Niere beträgt circa 160 g (Psychrembel, 
1998). Der Urin beider Nieren wird über die jeweiligen Harnleiter (Ureter) in die gemeinsame 
Harnblase sekretiert. Von dort wird er über die Harnröhre (Urethra) entlassen. In der Niere 
lassen sich zwei Bereiche unterscheiden, eine äußere Rindenschicht (Cortex) und eine innere 
Markschicht (Medulla). In ihnen befinden sich die Funktionseinheiten der Niere, die 
Nephrone, deren Zahl in den Nieren auf ein bis zwei Millionen geschätzt wird (Keller, 2003).  
Im Rindenbereich befindet sich ein Blutkapillarknäuel (Glomerulus), welches von der 
sogenannten Bowman-Kapsel umgeben wird. Hier findet eine Ultrafiltration des Blutes statt, 
wobei Wasser, Harnstoff, Salze und andere niedermolekulare Stoffe in das Lumen der 
Bowman-Kapsel gelangen. Blutzellen und Makromoleküle wie Proteine bleiben im Blut 
zurück (Campbell, 2000). Das erhaltene Ultrafiltrat gelangt anschließend in ein 
Tubulussystem, welches in drei Bereiche gegliederter ist und in die Markschicht hineinzieht: 
proximaler Tubulus, Henle-Schleife und distaler Tubulus. Hier kommt es zu komplexen 
Rückresorptionsprozessen lebenswichtiger Nährstoffe, Puffersubstanzen (z.B. HCO3-), 
Wasser und NaCl aber auch zu einer kontrollierten Sekretion von Stoffen. Anschließend 
mündet der Urin in ein Sammelrohr, welches ebenfalls das Filtrat anderer Nephrone 
abtransportiert. Die Veränderung des Filtrats setzt sich im Sammelrohr fort, so dass von den 
circa 180 Litern Ultrafiltrat nur 1,5 Liter pro Tag als Urin ausgeschieden werden (Campbell, 
2000). 
1.1.1 Funktionen der Niere 
Die Niere besitzt für den Organismus lebensnotwendige Funktionen, so dass, obwohl die 
Nieren nur einen minimalen Teil des Körpergewichtes ausmachen, 20 % des Blutvolumens 
zur Niere gelangt (Campbell, 2000). Eine wesentliche Aufgabe der Niere ist die Produktion 
des Urins und die Ausscheidung „harnpflichtiger“ Substanzen. Zu diesen Stoffwechsel-
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endprodukten gehören zum Beispiel Harnsäure, Kreatinin und Harnstoff (Fenton, 2008). 
Ebenso erfolgt eine Aufkonzentrierung des Harns zur Regulation des Wasser- und 
Elektrolythaushaltes (z.B. Natrium-, Kalium-, Calcium-, Phosphat- oder Magnesium-Ionen) 
(Tyagi, 2008 a), des Säure-Base-Haushaltes (Zies, 2007; Bobulescu 2006) und des Blutdrucks 
(Zies, 2007). Weiterhin ist die Niere, neben der Leber, maßgeblich an der Glukoneogenese 
beteiligt, was sie zu einem wichtigen Regulationsorgan im Glukosestoffwechsel macht 
(Castellino, 1990). Zusätzlich zu diesen bedeutenden Funktionen produziert die Niere renale 
Hormone wie zum Beispiel Erythropoetin oder Prostaglandine. Aufgrund ihrer zahlreichen 
Funktionen führen Erkrankungen der Niere schnell zu lebensbedrohlichen Auswirkungen. 
1.1.2 Normal rat kidney (NRK)-Zellen  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Nierenzellen aus der Ratte gearbeitet. Joseph 
E. de Larco isolierte im Jahr 1978 aus einer normalen Rattenzelllinie (NRK) zwei Klone, 
wobei einer fibroblastisch (NRK-49F) und der andere epitheloid war (NRK-52E). Der 
fibroblastische Klon soll den mesenchymalen Zellen und der epithel-ähnliche Klon den 
tubulären Zellen der Niere entsprechen. Beide Zelllinien werden heute zur Untersuchung 
fibroblastischer und epitheloider Zellveränderungen während vieler Erkrankungen der Niere 
verwendet. Eine häufig auftretende Erkrankung ist zum Beispiel die renale Fibrose Die 
Fibrose ist eine krankhafte Veränderung des Bindegewebes, dessen Hauptbestandteil 
Kollagenfasern sind, wodurch eine Verhärtung und Elastizitätsabnahme resultiert. So 
analysierten Nakamura et al. (2007) die Beteiligung von Disintegrinen und Metalloproteasen 
(ADAMTS)-1 an diesem Prozess mit Hilfe des fibroblastischen Klons NRK-49F.  
Der wesentliche Fokus der vorliegenden Arbeit sollte auf der Untersuchung der Matrix-
Metalloproteasen- (MMP) und tissue inhibitors of metalloproteases (TIMP)-Beteiligung 
während des Wundheilungsprozesses liegen. Auch auf diesem Gebiet eignen sich NRK-
Zellen als Modellsystem. Zhao et al. (2000) untersuchten beispielsweise nach Bestrahlung 
von NRK-52E-Zellen die Genexpression verschiedener Moleküle, die am Aufbau der 
extrazellulären Matrix (ECM), unter anderem MMP-2/-9 und TIMP-2, beteiligt sind, während 
Rached et al. (2008) den Klon 52E zur Untersuchung neuer Biomarker, zum Beispiel TIMP-1, 
zur frühen Detektion renaler Beschädigungen verwendete. Weiterhin wurden 
Wundheilungsstudien an NRK-Zellen durchgeführt. Nagasaki et al. (1992) verwendeten den 
NRK-49F Klon um die Migration der Zellen während einer Wundheilung genauer zu 
betrachten. 
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Da MMPs und TIMPs auch in Bezug auf die Barrierefunktion von Zellen eine wesentliche 
Rolle spielen, sollte im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich ein Augenmerk auf die Ausbildung 
einer Barriere bei NRK-Zellen gelegt werden. Barrierebildende Zellen finden sich 
überwiegend in Organen, in denen ein kontrollierter Stoffaustausch von elementarer 
Bedeutung ist. So wird beispielsweise im Bereich der Blut-Hirn- oder Blut-Liquor-Schranke 
des Gehirns eine parazelluläre Diffusion von Stoffen fast vollständig unterbunden. 
Wesentlicher Bestandteil dieser Barrieren stellen dichte Zell-Zell-Verbindungen, die 
sogenannten tight junctions, dar (vgl. Kap. 1.2). NRK-Zellen besitzen eine nur geringe 
Barrierefunktion, was durch eine schwache Ausprägung der tight junctions deutlich wird. 
Prozialeck et al. (2006) zeigten jedoch, dass sich der NRK-52E-Klon durch eine direkte 
Korrelation der parazellulären Permeabilität von 14C-Mannitol und der Expression der tight 
junction Proteine ZO-1 und Occludin zur Untersuchung von Effekten an Zell-Zell-
Verbindungen und Zelladhäsionsmolekülen eignet. 
In Abbildung 1.1 ist eine Phasenkontrastaufnahme des epithelähnlichen Klons NRK-52E 
gezeigt, der im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde. 
 
 
Abb. 1.1 Phasenkontrastaufnahme des epitheloiden NRK Klons 52E (nach de Larco et al., 
1978). 
 
1.2 Tight junctions 
Tight junctions gehören zu den Zell-Zell-Verbindungen, die dem Gewebezusammenhalt 
dienen. Neben ihnen existieren drei weitere Arten dieser Verbindungen, die gap junctions, 
adherens junctions und Desmosomen (Schneeberger und Lynch, 2004) (vgl. Abb. 1.2). 
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Während gap junctions dem Molekülaustausch und der Zellkommunikation zwischen 
benachbarten Zellen dienen, kommt es durch Desmosomen und adherens junctions zu einer 
Verknüpfung von Intrazellulärfilamenten und somit zu einem Zusammenhalt der 
Zellverbände. Dabei binden die Aktinfilamente einer Zelle an die adherens junctions, 
während die Intermediärfilamente an den Desmosomen zusammenlaufen. 
 
Gap 
junction
Basallamina
Microvilli
Tight junction
Adherens junction
Desmosome
 
Abb. 1.2 Überblick über die epithelialen Zell-Zell-Kontakte (nach Tsukita et al., 2001). 
 
Tight junctions (lat.: zonula occludens) sind unter der apikalen Membran lokalisiert und 
bilden undurchlässige Zell-Zell-Kontakte, die zu einer Unterbrechung der parazellulären 
Diffusion und zu einer Aufrechterhaltung der Zellpolarität führen. In einigen Bereichen des 
Organismus in denen ein kontrollierter Stoffaustausch von elementarer Bedeutung ist, wie 
zum Beispiel an der Blut-Hirn-Schranke, bilden sie die physiologische Grundlage der 
Barrierefunktion. Durch die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TER) 
lässt sich eine Aussage über die Dichtigkeit der Zell-Zell-Verbindungen treffen 
(vgl. Kap. 3.2.1) (Marcial et al., 1984).  
Der molekulare Aufbau dieser Verbindungen ist noch nicht eindeutig geklärt. Es werden 
diesbezüglich zwei Modelle diskutiert. Während das Lipidmodell (Kachar und Reese, 1982) 
Paare zylindrischer Lipid-Mizellen, welche durch Fusion der beiden exoplasmatischen 
Membranen entstehen, postuliert, werden die tight junctions im Proteinmodell (van Meer et 
al., 1986) als Komplexe von Transmembranproteinen beschrieben, die im Interzellularspalt 
nicht kovalent miteinander wechselwirken. Da es für beide Modelle experimentelle Belege 
gibt, wird eine Kombination vermutet, wobei die integralen Proteine einen Kontakt zwischen 
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den Zellen vermitteln und die Lipide auf deren Oberflächen Lipidbrücken bzw. Lipid-Protein-
Mizellen bilden (Wegener und Galla, 1996). Als Bestandteile der tight junctions wurden 
Transmembranproteine wie Occludin, Claudine, junctional adhesion molecules (JAM) und 
weitere tight junction assoziierte Proteine wie die Familie der zonula occludens (ZO) 
identifiziert. In Abbildung 1.3 sind schematisch die bekannten Proteine und deren 
Lokalisation gezeigt. 
 
 
Abb. 1.3 Lokalisation und Bestandteile von tight junctions und adherens junctions  
(nach Huber et al., 2001). 
 
Occludin, ZO-1 und einige Vertreter der Claudin-Familie konnten in der Niere in bestimmten 
Bereichen des Nephrons detektiert werden. Dabei wurden sie als die wesentlichen Faktoren 
für die parazelluläre Permeabilität im Tubulussystem der Niere beschrieben (Prozialeck und 
Edwards (2007)). Im Folgenden werden drei der Proteine genauer betrachtet, da sie 
Gegenstand der Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit sind.  
Occludin ist ein hydrophobes, circa 65 kDa großes Transmembranprotein (Furuse et al., 
1993). Es besitzt vier Transmembran-Helices, zwei extrazelluläre Loops, eine kurze 
zytoplasmatische N-terminale Domäne und eine lange, ebenfalls zytoplasmatische C-
terminale Domäne. Mit dem langen C-Terminus bindet Occludin an ZO-1 und ZO-2 und stellt 
so die Verbindung zum Aktinzytoskelett her (Furuse et al., 1994). Lange wurde Occludin als 
essentielle Komponente der tight junctions beschrieben, was durch eine Studie an Occludin 
defizienten, jedoch trotzdem lebensfähigen Mäusen widerlegt werden konnte (Saitou et al., 
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2000). In der Niere wurde Occludin vermehrt in den distalen Segmenten des Tubulussystems 
nachgewiesen. 
Die Vertreter der Familie der Claudine wurden als integrale Membranproteine in den tight 
junctions nachgewiesen. Sie besitzen ebenfalls zwei extrazelluläre Loops und vier 
Transmembrandomänen, weisen jedoch keine Sequenzhomologien zu Occludin auf (Morita et 
al., 1999). Bis jetzt wurden 24 Mitglieder in Säugern mit einer molekularen Masse von 20 bis 
27 kDa identifiziert. Neben der Beteiligung an den tight junctions werden für Claudine, auch 
in der Niere, viele weitere Funktionen vermutet. Eine Zusammenfassung über die Verteilung 
der Vertreter der Claudine und ihrer Funktionen in der Niere wird in der Veröffentlichung von 
Angelow et al (2008) beschrieben.  
Die zonula occludens Proteine (ZO-1, ZO-2 und ZO-3) gehören zur Familie der membran 
associated guanylate kinases (MAGUKs). Sie sind auf der zytoplasmatischen Seite der tight 
junctions, nahe der Plasmamembran, lokalisiert (Itoh et al., 1999). Das bekannteste Mitglied 
der ZO-Familie ist ZO-1, ein 220 kDa großes Protein. Es dient im Zytosol als Verbindung 
zwischen Occludin und dem Aktinzytoskelett und ist außerdem in der Lage, die C-Termini 
der Claudine zu binden (Itoh et al., 1999). ZO-1 zeigt eine mit Occludin vergleichbare 
Lokalisation in der Niere, so wurde es vermehrt in den distalen Segmenten des 
Tubulussystems detektiert (Prozialeck und Edwards (2007)). 
1.3 Matrix-Metalloproteasen (MMPs) 
Proteasen sind Enzyme, die in der Lage sind, Proteine an bestimmten Stellen zu 
hydrolysieren. Je nach Lage der Schnittstelle innerhalb eines Proteins werden Exopeptidasen 
(Hydrolyse von endständigen Peptidbindungen) und Endopeptidasen (Peptidbindungen 
innerhalb des Proteins) unterschieden. Endopeptidasen lassen sich nach der katalytischen 
Gruppe in ihrem aktiven Zentrum in fünf Untergruppen einteilen: den Serin-, Threonin-, 
Cystein-, Aspartat- und Metalloproteasen (Barrett et al., 1998). Die Metalloproteasen besitzen 
in ihrem aktiven Zentrum ein Metallion. Zu ihnen gehört auch die Familie der Metzinkine, zu 
der sowohl die Matrix-Metalloproteasen als auch die Adamalysine (ADAMs) zählen. 
Nach der Entdeckung der ersten Matrix-Metalloprotease (Gross und Lapiere, 1969) ist die 
Zahl der bekannten Mitglieder der MMPs bis heute auf fast dreißig angestiegen. 
Alle Matrix-Metalloproteasen weisen gemeinsame funktionelle Eigenschaften und 
strukturelle Domänen auf (Woessner, 1991; Birkedal-Hansen, 1995) und besitzen eine 
spezifische Aminosäuresequenz, die eine ausgeprägte Domänenstruktur ausbildet. 
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Intrazellulär werden MMPs als inaktive Zymogene (Pro-Enzyme) synthetisiert. Ihre 
proteolytische Aktivierung erfolgt unter Abnahme des Molekulargewichtes durch Abspaltung 
der pro-Domäne. Sie besitzen ein Zn2+-Ion im aktiven Zentrum und benötigen für ihre 
enzymatische Aktivität Ca2+-Ionen. Die MMPs besitzen verschiedene, teils überlappende 
Substratspezifitäten, so dass sie in der Lage sind, zahlreiche Bestandteile der extrazellulären 
Matrix (ECM), wie Kollagene, Laminin, Fibronektin oder Proteoglycane, zu spalten 
(Sternlicht und Werb, 2001). Durch diese Fähigkeit der Proteasen, verschiedene Proteine der 
ECM, welche essentiell für den Zellzusammenhalt sind, abzubauen, sind MMPs 
physiologisch am Um- und Abbau von Geweben beteiligt. Dazu zählen zum Beispiel die 
Entwicklung des Embryos (Breckon et al., 1995), die Neubildung von Blutgefäßen (Cornelius 
et al., 1995) oder Knochenumbau und -wachstum (Stamenkovic, 2003). Eine erhöhte MMP-
Aktivität wird hingegen für viele pathologische Vorgänge verantwortlich gemacht, zum 
Beispiel Tumorwachstum und Metastasierung (Sternlicht und Werb, 2001), Arteriosklerose 
(Newby et al., 1994) oder Wundheilungsstörungen (Agren et al., 1992). Zusätzlich sind 
MMPs in der Lage, Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren und Zelladhäsionsmoleküle zu 
aktivieren oder deaktivieren (Chirco et al., 2006).  
1.3.1 Einteilung nach Substratspezifität und Struktur 
Aufgrund ihrer Substratspezifität lassen sich MMPs in sechs Gruppen einteilen, wobei, wie 
bereits erwähnt, Überlappungen möglich sind. Zu diesen gehören die Kollagenasen, 
Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, membranständige (membrane type, MT-) und 
sonstige MMPs (Visse und Nagase, 2003). Zur weiteren Differenzierung erfolgt die 
Nomenklatur mittels fortlaufender Nummerierung der Enzyme. In Tabelle 1.4 ist eine 
Aufstellung ausgewählter MMPs, deren Molekulargewichte und Aktivatoren gezeigt. 
Weiterhin werden, neben den ECM-Proteinen, Beispiele weiterer Substrate gezeigt. 
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MMP-3,-14MMP-952/42Kollagenase-3MMP-13
Plasmin, 
Tryptase
IL-1ß, MMP-2/ 
TIMP-2 Komplex
57/45Stromelysin-1MMP-3
MMP-3,-10MMP-9/TIMP-1 
Komplex, MMP-9
28/19MatrilysinMMP-7
MMP-1,-14,-
15
IL-1ß, MMP-972/66Gelatinase AMMP-2
MMP-2-64/53MT3-MMPMMP-16
Furin, 
Plasmin
MMP-2,-1366/54MT1-MMPMMP-14
ElastaseMMP-1,-854/44Stromelysin-2MMP-10
MMP-2,-3IL-1ß, 
Plasminogen
92/84Gelatinase BMMP-9
MMP-3,-10,IL-1ß, MMP-2,-952/42Kollagenase-1MMP-1
Aktivator
(z.B.)
Weitere Substrate 
(z.B.)
M latent/aktiv 
(kDa)
SynonymMMP
 
Tab. 1.1  Ausgewählte Mitglieder der MMP-Familie (gekürzt und modifiziert nach 
Chakraborti et al., 2003).       
 Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit genauer betrachteten MMPs sind in der 
Tabelle hervorgehoben. 
 
Strukturell lassen sich MMPs auf Grund ihrer Domänenstruktur in verschiedene Klassen 
einteilen. 
 
A
B
C
D
E
F
G
H
 
Abb. 1.4 Strukturelle Einteilung der MMPs (modifiziert nach Visse und Nagase, 2003).
 S: Signalpeptid, Pro: Propeptid, Cat: katalyt. Domäne, Zn: aktives Zentrum, 
 Hpx: hemopexinähnliche Domäne, Fn: fibronektinähnliche Domäne, V: Vitronektin,
 I+II: Transmembran-Domänen, G: GPI-Anker, Cp: cytoplasmatische Domäne,  
 Ca: Cysteinreiche Domäne, Ig: IgG-ähnliche Domäne. Ein schwarzer Balken zwischen 
Pro und Cat zeigt eine Furinschnittstelle an. 
 
Einleitung  9 
Die meisten MMPs setzen sich aus einer Signalsequenz, einer Propeptid-, einer katalytischen- 
sowie einer hemopexinähnlichen Domäne zusammen (vgl. Abb. 1.5 B). Die Signalsequenz 
bewirkt eine intrazelluläre Direktion der Enzyme zum endoplasmatischen Retikulum. In der 
Propeptid-Region befindet sich die zinkbindende Thiolgruppe eines Cysteins, welche das 
Zymogen inaktiv hält. Bei einer Aktivierung wird diese Region abgespalten. Die 
hemopexinähnliche Domäne ermöglicht unter anderem eine Interaktion mit 
Zelloberflächenmolekülen, TIMPs (vgl. Kap. 1.3.2) oder anderen Substraten (Sternlicht und 
Werb, 2001). Neben diesen Elementen werden je nach Klasse einige Besonderheiten deutlich. 
Die Gelatinasen (vgl. Abb. 1.5 C) besitzen in ihrer katalytischen Domäne drei 
fibronektinähnliche Bereiche, welche den kollagenbindenden Einheiten des Fibronektins 
ähneln. Dadurch sind sie in der Lage Kollagene zu binden. Ein weiteres Strukturmotiv 
innerhalb einiger MMPs stellt eine Furinschnittstelle am C-Terminus der Propeptid-Region 
dar. Durch die Spaltung mittels furinähnlicher Serinproteasen ist eine Enzymaktivierung 
bereits vor der Sezernierung möglich, was zum Beispiel für membranständige (MT)-MMPs 
essentiell ist (Pei und Weiss, 1995). MT-MMPs besitzen entweder eine 
Transmembrandomäne und eine kurze zytoplasmatische Domäne (vgl. Abb. 1.5 F), oder es 
befindet sich am C-Terminus eine hydrophobe Region, die als Glycosylphospatidylinositol 
(GPI)-Anker wirkt (vgl. Abb. 1.5 G) (Kojima et al., 2000). 
1.3.2 Regulation 
Wie bereits in Kapitel 1.3 dargelegt, kommt den MMPs bei der Gewebemodellierung eine 
bedeutende Rolle zu. Neben den physiologischen Funktionen können durch ein verschobenes 
Gleichgewicht in Richtung höherer MMP-Aktivität zahlreiche Erkrankungen begünstigt 
werden. Daher werden die Expression und Aktivität der Enzyme im Organismus über 
Transkription, Sekretion, Aktivierung und Inhibition streng reguliert (Parks et al., 2004, 
Sternlicht und Werb, 2001). 
Die Transkription wird durch eine Vielzahl an stimulierenden und supprimierenden Faktoren 
kontrolliert, wobei unterschiedliche Signaltransduktionswege beeinflusst werden (Fini et al., 
1998). Neben dem Einfluss vieler Zytokine, Wachstumsfaktoren und extrazellulärer 
Matrixproteinen auf die Expression, können auch Änderungen der Zellmorphologie zu einer 
Veränderung des Expressionsniveaus der MMPs führen. Zusätzlich wird durch Veränderung 
von mRNA-Stabilitäten eine posttranskriptionale MMP-Regulation vermutet (Overall et al., 
1991). 
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Auf Ebene der Sekretion konnte ebenfalls ein regulatorischer Effekt gezeigt werden. MMP-8 
und MMP-9 werden beispielsweise zunächst in intrazellulären Vesikeln gespeichert, während 
die meisten anderen MMPs direkt nach der Translation sekretiert werden (Hasty et al., 1990). 
So werden beide MMPs erst nach einem stimulativen Impuls durch Zytokine freigesetzt. 
Ein wichtiger Aspekt bei der Regulation der MMP-Aktivität ist die Aktivierung der Pro-
Enzyme. Durch die Bindung des Cysteinrestes der Propeptidregion an das Zink-Ion im 
aktiven Zentrum wird das Enzym in seinem latenten Zustand gehalten. Nach dem Modell des 
Cystein-Schalters (cysteine-switch) von van Wart und Birkedal-Hansen (1990) kann die 
Spaltung dieser Bindung durch proteolytische Spaltung einer Protease oder zum Beispiel 
chemische Modifikationen hervorgerufen werden. Dabei tritt Wasser als Ligand an die Stelle 
des Cysteinrestes. Nach der anschließenden Abspaltung des Propeptids, was durch Proteasen 
oder autokatalytisch möglich ist, liegt das Enzym in seiner aktiven Form vor (Kleiner und 
Stetler-Stevenson, 1993). Weitere Möglichkeiten zur Aktivierung der latenten Enzyme sind 
durch verschiedene Serinproteasen oder bereits aktive MMPs  gegeben. So wird, wie bereits 
erwähnt, MMP-2 beispielsweise unter Beteiligung von MT1-MMP und TIMP-2 aktiviert 
(Strongin et al., 1995; Werb, 1997). 
Neben der Aktivierung der latenten MMPs ist auch die Inhibition aktiver MMPs essentiell bei 
der Regulation der MMP-Aktivität. Dabei sind die tissue inhibitors of metalloproteases 
(TIMPs) von wesentlicher Bedeutung. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die 
Expression dieser Inhibitoren analysiert wird, werden sie in Kapitel 1.4 ausführlich behandelt. 
Daneben gibt es weitere endogene MMP-Inhibitoren wie die α2-Makroglobuline. Außerdem 
wurden viele synthetisch hergestellte Substanzen wie beispielsweise das in der vorliegenden 
Arbeit verwendete N-[(2R)-2-(hydroxamidocarbonylmethyl)-4-methylpentanoyl]-L-
tryptophanmethyl-amid (GM 6001) entwickelt. 
1.4 Tissue inhibitors of matrix-metalloproteases (TIMPs) 
Die Balance zwischen der Aktivität der MMPs und ihrer Inhibition durch TIMPs spielt eine 
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung gesunder Gewebe. TIMP-1 wurde erstmals im Jahr 
1975 in Zellkulturmedium von humanen Fibroblasten und in humanem Serum entdeckt. Das 
Protein war in der Lage, Kollagenase-Aktivität zu inhibieren (Bauer et al., 1975; Woolley et 
al., 1975). Seitdem sind drei weitere TIMPs entdeckt worden, TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4. 
Die Inhibitoren werden von vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert und sind in den 
meisten Geweben und Körperflüssigkeiten vorhanden. Obwohl alle TIMPs in der Lage sind, 
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MMPs zu inhibieren, unterscheiden sie sich zum Beispiel hinsichtlich ihrer Affinität zu 
bestimmten MMPs, ihrer Expressionsregulation und ihrer Löslichkeit. Während TIMP-1 
(28 kDa), TIMP-2 (21 kDa) und TIMP-4 (23 kDa) in löslicher Form vorliegen, ist TIMP-3 
(24 kDa) an die ECM gebunden (Lambert et al., 2004; Fassina et al., 2000). TIMP-1, TIMP-3 
und TIMP-4 zeigen eine Stimulierbarkeit zum Beispiel durch Zytokine, wohingegen TIMP-2 
konstitutiv exprimiert wird (Verstappen und von der Hoff, 2006). Die vier TIMPs sind stark 
konserviert, sie wurden beim Menschen, anderen Vertebraten, Insekten oder in Nematoden 
gefunden. Sie weisen erhebliche Sequenzhomologien und Ähnlichkeiten in der Struktur des 
Proteins auf. TIMPs besitzen grundsätzlich zwei strukturelle Domänen. Die N-terminale 
Domäne beinhaltet sechs konservierte Cysteinreste, welche drei Disulfidbrücken bilden, und 
zeigt MMP-inhibierende Eigenschaften (Verstappen und von der Hoff, 2006). Dabei wird von 
einer Inhibierung durch die Wechselwirkung des Zink-Ions im aktiven Zentrum der MMPs 
mit den Amino- und Carbonyl-Gruppen der N-terminalen Domäne ausgegangen. Die 
proteolytische Aktivität der MMPs wird so durch Bildung stöchiometrischer, nicht kovalenter 
1:1-Komplexe, welche resistent gegen Hitzedenaturierung und proteolytische Degradation 
sind, gehemmt (Gomez et al., 1997). Die C-terminale Domäne beinhaltet ebenfalls sechs 
Cysteinreste, die drei Disulfidbrücken bilden, und ist an der Komplexbildung mit den Pro-
Enzymen sowie an der Bindung von TIMP-3 an die ECM beteiligt (Lambert et al., 2004; 
Langton et al., 1998). In Abbildung 1.6 ist die Struktur der vier TIMPs dargestellt. Ging man 
früher nur von einer Bedeutung der TIMPs für die Inhibierung der MMPs aus, wurden in den 
letzten Jahren viele Entdeckungen gemacht, die auf multifunktionelle Proteine schließen 
lassen. Da die Inhibitoren im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals in ihrer Lokalisation 
und Expression bei NRK-Zellen untersucht werden, erfolgt in Kapitel 1.4.1 eine genauere 
Betrachtung weiterer Funktionen der TIMPs. 
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Abb. 1.5 Primärstruktur der TIMPs (nach Lambert et al., 2004).   
 Durch Cysteinreste kommt es zur Ausbildung von sechs Disulfidbrücken. Die Pfeile 
zeigen die Verbindung zwischen der N- und C-terminalen Domäne der Inhibitoren. 
 
1.4.1 Funktionen 
Neben ihrer Rolle als MMP-Inhibitoren werden TIMPs auch mit vielen weiteren MMP 
unabhängigen Regulationen in Verbindung gebracht. Eine detaillierte Übersicht, über die 
Beteiligung von TIMPs an weiteren Prozessen im menschlichen Organismus, wird zum 
Beispiel bei Stetler-Stevenson (2008) und Chirco (2006) gegeben. In diesem Kapitel soll ein 
kurzer Einblick in die zahlreichen Funktionen gegeben werden. Allgemein lässt sich aufgrund 
der Forschungsergebnisse der letzten Jahre feststellen, dass die Einflüsse der TIMPs auf 
Zellen stark von der Zellumgebung und dem verwendeten Modellsystem abhängen. 
  
Regulation des Zellwachstums 
TIMP-1 und TIMP-2 zeigen einerseits eine stimulierende Wirkung auf das Zellwachstum 
(Hayakawa et al., 1992; Hayakawa et al., 1994; Nemeth et al., 1996). Dies konnte bereits an 
vielen verschiedenen Zelltypen, wie zum Beispiel Fibroblasten oder Brustkrebszellen, 
beobachtet werden. Bei TIMP-2 konnte dabei eine ausschließliche Regulation durch freie 
TIMP-2-Moleküle gezeigt werden, da eine Bindung an MMPs oder Pro-MMPs zu einem 
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Verlust der stimulierenden Wirkung führte. Viele Studien weisen darauf hin, dass dieser 
Effekt durch eine direkte Bindung von TIMP-2 an einen Zelloberflächenrezeptor vermittelt 
wird (Hayakawa et al., 1994). Neben diesen stimulierenden Eigenschaften sind andererseits 
auch inhibierende Eigenschaften der TIMPs auf das Zellwachstum bekannt. Für TIMP-1 und 
TIMP-2 konnte dabei ein verringertes Zellwachstum durch die Inhibierung des Zellzyklus in 
der G1-Phase gezeigt werden (Taube et al., 2006; Seo et al., 2003). Seo et al. 
veranschaulichten dabei die Inhibierung der Angiogenese durch eine Interaktion zwischen 
TIMP-2 und α3ß1-Integrin, wodurch eine Signalkaskade aktiviert wird, die zu einer 
Inhibierung des Zellzyklus und der Zellmigration führt (detaillierte Darstellung in Stetler-
Stevenson, 2008). Weiterhin konnte für TIMP-2 die Inhibition des Fibroblasten-
Wachstumsfaktors-2 (FGF-2) gezeigt werden, der die Proliferation von humanen 
Endothelzellen stimuliert (Murphy et al., 1993). Dabei wurde dieser Effekt erneut nur mit 
freien TIMP-2 Molekülen deutlich, was für einen MMP-unabhängigen Mechanismus spricht.  
TIMP-3 zeigt eine Beschleunigung auf morphologische Veränderungen während der 
Zelltransformation. So konnte eine Stimulation der Proliferation von 
wachstumsverlangsamten, nicht transformierten Zellen gezeigt werden (Yang et al., 1992).  
Über den Einfluss von TIMP-4 ist nur wenig bekannt. Es konnte jedoch eine Inhibierung des 
Zellwachstums von G401 Wilms-Tumor-Zellen festgestellt werden (Chirco et al., 2006).  
 
Regulation der Apoptose 
TIMP-1 besitzt anti-apoptotische Wirkung (Guedez et al., 1998). Wie auch bei TIMP-2 
scheint hier eine MMP-unabhängige Regulation über spezifische anti-apoptotische, 
wahrscheinlich auch zellspezifische Signalwege zu geschehen. Diese Wirkung konnte sowohl 
an Tumorzellen als auch bei zytokinvermittelter Apoptose verdeutlicht werden. Han et al. 
(2001) zeigten beispielsweise an Pankreaszellen von Ratten, dass die Anwesenheit des  
TIMP-1-Proteins bei Stimulation mit hohen Dosen IL-1β und TNF-α zu einer Inhibierung der 
Apoptose führte. Dabei wurde dieser Einfluss mit der inhibierenden Wirkung von TIMP-1 auf 
die zytokininduzierte Aktivität von NF-ĸB erklärt. 
Über TIMP-2 gibt es noch keine eindeutigen Aussagen hinsichtlich der Beteiligung an 
apoptotischen Vorgängen (Stetler-Stevenson, 2008). 
TIMP-3 hingegen begünstigt die Apoptose in verschiedenen in vitro Systemen, wie zum 
Beispiel einigen Tumorzelllinien. Ahonen et al. (2003) zeigten in ihren Untersuchungen einen 
stabilisierenden und aktivierenden Einfluss von TIMP-3 auf sogenannte „death receptors“, 
wie der TNF-α Rezeptor TNF-RI, welche durch ihre Aktivierung zur Apoptose der Zelle 
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führen. Dabei wird im Gegensatz zu den gerade beschriebenen MMP-unabhängigen Effekten 
von TIMP-2 eine indirekte Wirkung über Modulation von Metalloproteasen (MMPs und 
ADAMs) vermutet. In dem von Ahonen et al. postulierten Mechanismus zur 
Apoptoseinduktion wird beispielsweise die Inhibition der „death receptors“, durch Spaltung 
von MMPs, mit Hilfe von TIMP-3 verhindert. 
Für TIMP-4 ist eine anti-apoptotische Wirkung beschrieben, wobei, wie bei TIMP-1, eine 
MMP-unabhängige Regulation vermutet wird (Stetler-Stevenson, 2008). 
Die heutige Forschung im Bereich der TIMPs richtet ihr Interesse verstärkt auf die 
Identifikation spezifischer Zelloberflächen-Rezeptoren. Durch diese sollen neue Signalwege 
gefunden werden, über die TIMPs, unabhängig von MMPs, wirken können. Ebenfalls wird 
untersucht, ob die Verteilung der TIMPs in verschiedenen Geweben Aufschlüsse über ihre 
Funktion gibt. 
1.5 MMPs und TIMPs in der Niere 
Eine Beteiligung von MMP-2 und MMP-9 an physiologischen renalen Vorgängen wie zum 
Beispiel der Entwicklung der Niere konnte bereits gezeigt werden. Dabei traten beide 
Proteasen sehr früh in der embryonalen Entwicklung der Niere auf, und ihre Inhibition führte 
zu einer gestörten Verzweigung der Ureter (Lelongt et al., 2001). Die Modellierung der ECM 
ist sowohl für die Ausbildung als auch für die Rückbildung von Nierenerkrankungen von 
Bedeutung. Eine Fibrose geht mit epithelialer Umstrukturierung, Entzündung, Aktivierung 
von Fibroblasten und einer Neuordnung der Zell-Matrix-Kontakte einher (Ronco und 
Chatziantoniou, 2008). Die Beteiligung von MMPs und TIMPs an diesen Prozessen ist 
folglich sehr wahrscheinlich. Die räumliche Expression innerhalb der Niere scheint jedoch 
komplex und vermutlich speziesabhängig und ist bis heute nicht vollständig charakterisiert. 
Ebenso ist die Lokalisation der Proteine nicht eindeutig geklärt. Einen Einblick in die 
Verteilung bietet Catania et al. (2007). Neben MMP-2, -3, -9, -13, -14, -24, -25, -27 und -28 
konnten auch TIMP-1, -2 und -3 in der Niere nachgewiesen werden. Während die Verteilung 
der TIMPs noch unklar ist, konnte beispielsweise für MMP-3, -9 und -14 die Expression im 
Glomerulus der Niere eindeutig gezeigt werden. MMP-3 wird zusätzlich im distalen Tubulus 
und im Sammelrohr exprimiert, während die Expression von MMP-14 dort nur unter 
pathologischen Bedingungen belegt wurde (Catania et al., 2007).  
MMPs  sind vermutlich sowohl an akuten als auch an chronischen Erkrankungen der Niere 
beteiligt. So zeigte sich während einer akuten Beschädigung durch eine ischämische 
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Reperfusion eine gesteigerte MMP-2 und MMP-9 Expression im renalen Tubulussystem und 
Interstitium (Basile et al., 2004). Die gesteigerte MMP-9 Expression wird dabei mit einer 
Degradation des tight junction Proteins Occludin in Verbindung gebracht, was auch in der 
Niere zu einer erhöhten vaskulären Permeabilität führte (Caron et al., 2005; Siu et al., 2003). 
Auch bei chronischen Erkrankungen der Niere spielen MMPs und TIMPs eine Rolle. Bei 
einer Fibrose der Glomeruli (Glomerulosklerose) wurde zum Beispiel eine verminderte 
MMP-9- Expression (Maric et al., 2004) in Ratten und eine gesteigerte TIMP-1 und TIMP-2 
Expression im Menschen detektiert (Carome et al., 1993). Bei Nephropathien, die durch eine 
Diabetes induziert werden, ist ebenfalls eine Beteiligung von MMPs nachgewiesen. Während 
die MMP-2 und MMP-9 Expression und Aktivität dabei gesenkt waren, konnte eine 
gesteigerte TIMP-1 Expression gezeigt werden (Catania et al., 2007). Weitere 
Zusammenhänge zwischen der MMP und TIMP Expression und verschiedenen Erkrankungen 
der Niere sind in Abbildung 1.7 dargestellt. 
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GS/TF
MMP-2, -9
TIMP-1
Fibrosis
CAN
MMP-2, -3, -9
DN
MMP-1, -2, -9
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Abb. 1.6 Regulation von MMPs und TIMPs bei akuten und chronischen Erkrankungen der 
Niere (nach Catania, 2007).       
 AKI: akute Nierenerkrankungen, GS/TF: Glomerulosklerose/tubulointestinale Fibrose,
 CAN: chron. Transplantat-Nephropathien, DN: diabetische Nephropathien, 
 PKD: polyzystische Nierenerkrankung, RCC: renales Zellkarzinom. 
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1.6 Entzündungsprozesse 
Die Entzündungsreaktion ist ein Teil der Immunabwehr des Körpers, welche bei Infektionen 
oder Verletzungen aktiviert wird. Neben den weißen Blutkörperchen, den Leukozyten, sind 
noch weitere Zellen an inflammatorischen Prozessen beteiligt, wie zum Beispiel Endothel- 
und Epithelzellen, Fibroblasten oder glatte Muskelzellen (Geiser, 1999). Die typischen 
Symptome einer Entzündung sind Rötung, Schwellung und Erwärmung. Das primäre Ziel 
einer Entzündungsreaktion stellt die Rekrutierung von passiv im Blut zirkulierenden 
Leukozyten in das befallene Gewebe dar. Die zur Transmigration führende Adhäsionskaskade 
besteht aus verschiedenen Zell-Zell-Interaktionen und läuft in mehreren Schritten ab (Ebnet, 
1999 a). Zunächst wird durch Zytokine ein Heranführen der Leukozyten an das kapilläre 
Endothel bewirkt. Diese Reaktion wird durch Zelladhäsionsmoleküle, die Selektine, und 
deren Liganden vermittelt. Durch den Einfluss von Chemokinen kommt es zu einer 
Aktivierung der Entzündungszellen, wodurch diese Integrine auf ihrer Oberfläche 
exprimieren. In einem weiteren Schritt kommt es zu einer festen Adhäsion der Leukozyten an 
das Endothel, was durch eine Interaktion der Integrine mit Zelladhäsionsmolekülen der 
Immunglobulinfamilie (z.B. intercellular adhesion molecule-1 oder vascular cell adhesion 
molecule-1) geschieht. Anschließend erfolgt die Migration der Leukozyten in das entzündete 
Gewebe (Springer, 1995). In Abbildung 1.8 sind der Ablauf der Adhäsionskaskade und die 
beteiligten Komponenten schematisch dargestellt.  
 
 
 
 
Einleitung  17 
P-Selectin E-Selectin L-Selectin Chemokine Integrins
ICAMs
VCAM
Chemokine
receptorMAd-CAM-1ESL-1PSGL-1
 
Abb. 1.7 Rekrutierung der Leukozyten in das geschädigte Gewebe als Folge einer 
Entzündungsreaktion (nach Ebnet, 1999). 
 
1.6.1 Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)  
Wie bei der Darstellung der Adhäsionskaskade erläutert, ist ein wichtiger Schritt der 
Entzündungsreaktion die feste Anbindung der Leukozyten an das Endothel durch die 
Interaktion zwischen Integrinen und Zelladhäsionsmolekülen (cellular adhesion molecules, 
CAMs) der Immunglobulinfamilie. Diese CAMs weisen mehrere Immunglobulin  
(Ig)-ähnliche Domänen in Form zweier ß-Faltblätter auf. Die Stabilisierung dieser Domänen 
erfolgt durch Disulfidbrücken. Zu dieser Familie gehört das intercellular adhesion molecule-1 
(ICAM-1), welches fünf Ig-ähnliche Domänen besitzt (Springer, 1995). Weitere Vertreter 
sind beispielsweise ICAM-2, ICAM-3, das vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und 
das platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1). Da Zelladhäsionsmoleküle 
während einer Entzündung, zum Beispiel durch eine Stimulation von Endothelzellen mit  
IL-1ß oder TNF-α, verstärkt exprimiert werden, dienen sie bei in vitro Studien häufig als 
Entzündungsmarker (Ebnet, 1999).  
Prozialeck und Edwards (2007) stellen in ihrer Arbeit die wichtige Bedeutung von 
Zelladhäsionsmolekülen in der Niere heraus. Dabei beschreiben die Autoren die elementare 
Bedeutung der Moleküle beispielsweise während der Wundheilung in der Niere. Die  
ICAM-1- und Selektin- Expression, die unter anderem für Zellmigration und Aktivierung von 
Leukozyten benötigt werden, ist demnach durch entzündliche Prozesse in der Niere 
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spezifischen Veränderungen unterworfen (Prozialeck und Edwards, 2007). Weiterhin konnte 
eine verstärkte renale ICAM-1 Expression unter Einfluss von Interleukin-1ß detektiert werden 
(Sugiura et al., 1999). Da ICAM-1 offensichtlich ein in der Niere bevorzugt reguliertes 
Molekül darstellt, wurde es im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Entzündungsmarker 
verwendet. 
1.6.2 Ausgewählte Entzündungsmediatoren und Inhibitoren 
Da der Entzündungsprozess bei vielen pathologischen Veränderungen eine Rolle spielt, wird 
mit Hilfe von Zellkulturtechniken versucht, den Ablauf des Prozesses in verschiedenen 
Geweben nach zu vollziehen. Um eine Entzündung in vitro auszulösen, werden dabei 
verschiedene pro-inflammatorische Zytokine (z.B. TNF-α oder IL-1ß) eingesetzt. In vivo wird 
als effektive Therapie bei verschiedenen entzündlichen Erkrankungen häufig das anti-
inflammatorisch wirkende Glucocorticoid Hydrocortison oder strukturverwandte Pharmaka 
verwendet. Aus diesem Grund werden Glucocorticoide auch in vitro als 
entzündungshemmende Agenzien benutzt. 
1.6.2.1 Zytokine 
Zytokine sind eine Gruppe von Proteinen und Peptiden, die als Signalmoleküle die Zell-Zell-
Kommunikation und Zellaktivierung beeinflussen. Zu ihnen werden beispielsweise 
Tumornekrosefaktoren (TNF), Interleukine (IL) oder Interferone (IF) gezählt (Ibelgaufts, 
2003). Sie agieren in einem komplexen Netzwerk, wobei die meisten Zytokine inhibierende 
oder aktivierende Einflüsse auf andere Zytokine oder Regulatoren haben können. Die 
Bindung an ihre spezifischen Rezeptoren führt meist zur Bildung eines Homo- bzw. 
Heterodimers oder Homotrimers der Rezeptoren, wodurch intrazelluläre Kaskaden aktiviert 
werden (Balkwill, 2001). Zytokine können pro- oder anti-inflammatorische Eigenschaften 
besitzen. Während pro-inflammatorische Zytokine eine Entzündungsreaktion stimulieren 
(z.B. TNF-α und IL-1ß), führen anti-inflammatorische Zytokine zu einer Inhibierung bzw. 
Beendigung der Entzündung (z.B. IL-4 und IL-10) (Szelenyi, 2001). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde zur Stimulation einer Entzündung IL-1ß verwendet. 
Das IL-System besteht aus zwei Ligandmolekülen (IL-1α, IL-1ß) und einem antagonistisch 
wirkenden IL-1 receptor antagonist (IL-1-Ra) (Paulesu, 2008). IL-1ß ist das vorherrschende 
Zytokin beim Menschen. Es wird als inaktive Vorstufe mit einem Molekulargewicht von 
35 kDa gebildet, welche anschließend durch proteolytische Spaltung einer spezifischen 
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Cysteinprotease (IL-1ß-converting enzyme, ICE) in seine aktive, 17 kDa große Form 
überführt wird (Thornberry et al., 1992). Verschiedene MMPs (z.B. MMP-3 und MMP-9) 
werden ebenfalls mit der Spaltung und somit der Aktivierung von IL-1β in Verbindung 
gebracht (Schönbeck et al., 1998). Für das IL-System sind zwei Rezeptoren bekannt.  
IL-1-RI ist auf der Oberfläche von T-Zellen und Epithelzellen zu finden, während IL-1-RII 
von B-Zellen und Makrophagen exprimiert wird (Dayer und Burger, 1994). IL-1-RI ist zur 
Signalweiterleitung fähig, wohingegen IL-1-RII keine Signalaktivität besitzt. IL-1ß und IL-1α 
sind in der Lage, an beide Rezeptoren zu binden und durch IL-1-RI eine Signalkaskade in 
Gang zu setzen. Der Ligand IL-1-Ra bindet mit einer höheren Affinität an die Rezeptoren und 
ist so in der Lage, die Signalweiterleitung zu inhibieren (Paulesu, 2008). Wie bereits in 
Kapitel 1.6.1 erwähnt, führt IL-1ß in der Niere zu einer gesteigerten ICAM-1 Expression und 
damit zu einer Entzündung (Sugiura et al., 1999). 
1.6.2.2 Hydrocortison 
Hydrocortison (auch Cortisol, HC) ist ein Steroidhormon, welches zu den Glucocorticoiden 
(GC) gehört und in der Nebennierenrinde gebildet wird. Glucocorticoide sind in der Lage, 
während vieler Erkrankungen eine Entzündung zu inhibieren. Dazu gehören zum Beispiel 
Allergien, rheumatoide Arthritis oder entzündliche Darmerkrankungen. In Abbildung 1.9 ist 
die Struktur von Hydrocortison dargestellt. 
 
 
Abb. 1.8 Struktur von Hydrocortison (nach Wilkinson, 2000). 
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In diesem Kapitel soll ein kurzer Überblick über die Wirkungsweise von GC gegeben werden 
(nach Barnes, 1998). 
Die Effekte der GC werden durch die Bindung an spezifische, cytoplasmatisch lokalisierte 
Glucocorticoidrezeptoren (GR) vermittelt. Im Aufbau eines GR lassen sich drei Bereiche 
unterscheiden. Am C-terminalen Ende befindet sich die Bindungsdomäne für GC, während in 
der Mitte zwei Zink-Finger Motive lokalisiert sind, mit deren Hilfe der GR an die DNA 
binden kann. Am N-terminalen Ende des Moleküls befindet sich eine transaktivierende 
Domäne, welche mit der Bindung an andere Transkriptionsfaktoren in Verbindung gebracht 
wird. Der inaktive GR ist an einen Proteinkomplex gebunden (ca. 300 kDa), welcher neben 
anderen inhibierenden Proteinen, auch zwei 90 kDa große heat shock Proteine (hsp90) 
beinhaltet. Diese hindern den inaktiven GR am Eintritt in den Zellkern. Durch die Bindung 
von GC erfolgt eine Dissoziation der hsp90 Moleküle, die es erlaubt, dass der aktivierte 
Glucocorticoid-GR-Komplex rasch in den Zellkern gelangt und dort mit einem weiteren 
Molekül ein Homodimer bildet. Anschließend erfolgt die Bindung an die DNA im Bereich 
eines glucocorticoid response element (GRE). Diese Bindung führt zu einer Veränderung der 
Transkriptionsrate, die sowohl eine Induktion anti-inflammatorischer Gene als auch eine 
Repression inflammatorischer Gene, bewirken kann. Ein Überblick über die Wirkung von GC 
auf verschiedene Gene ist in Abbildung 1.10 gegeben.  
 
Verminderte Transkription
• Chemokine
IL-8, MCP-1, MCP-3, MCP-4
• Zytokine
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IL-16 , TNF- a
• Induzierbare Enzyme
Cyclooxygenase-2, zytoplasmatische Phospholipase A2
• Adhäsionsmoleküle
Intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1), E-Selektin
Gesteigerte Transkription 
• Lipocortin-1/Annexin-1 (Phospolipase A2-Inhibitor)
• IL-1 receptor antagonist (IL-1-Ra)
• IL-1RII (decoy receptor)
• IkBa (Inhibitor von NF-kB)
• MAP Kinase Phosphatase 1 (MKP-1)
 
Abb. 1.9 Einfluss von Glucocorticoiden auf die Transkription verschiedener Gene 
(gekürzt und modifiziert nach Adcock, 2004).     
 IL: interleukin, MCP: monocyte chemoattractant protein, TNF: Tumornekrosefaktor-α, 
NF-κB: nuclear factor-κB. 
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GC können neben direkter und indirekter (d.h. Bindung anderer Transkriptionsfaktoren) 
Veränderung der Transkription auch durch Inhibierung der Proteinsynthese wirken. Dabei 
kommt es zu einer verringerten mRNA-Stabilität durch erhöhte Transkription spezifischer 
Ribonucleasen. Ein Beispiel hierfür ist der repressive Effekt auf die inflammatorisch 
wirkende Cyclooxygenase (COX)-2 (Ristimaki et al., 1996).  
Da GC nachweislich in der Lage sind, eine gesteigerte Transkription des antagonistisch 
wirkenden IL-1Ra und des nicht aktivierenden Rezeptors IL-1-RII zu induzieren (Levine et 
al., 1996; Colotta et al., 1993) und bereits bei Untersuchungen der Niere erfolgreich als anti-
inflammatorisch wirkendes Agens verwendet wurden (Nakagawa et al., 1993), ist 
Hydrocortison im Rahmen der vorliegenden Arbeit als anti-inflammatorisch wirkendes Agens 
gewählt worden. 
1.6.3 MMPs und TIMPs unter inflammatorischen Bedingungen 
Matrix-Metalloproteasen werden von verschiedenen Immunzellen wie T-Zellen, 
Makrophagen, Eosinophilen und Neutrophilen produziert und sekretiert (Goetzl et al., 1996). 
Eine veränderte Expression verschiedener MMPs wurde in vielen entzündlichen oder mit 
Entzündungen einhergehenden Erkrankungen beobachtet. Dies lässt sich zum einen durch 
deren proteolytische Eigenschaften gegenüber der ECM erklären, die bei der Transmigration 
von Leukozyten während einer Entzündung von elementarer Bedeutung sind, zum anderen 
auch durch ihre Fähigkeit verschiedene Zytokine, wie TNF-α oder IL-1β, zu aktivieren. So 
können MMP-2, -3 und -9 pro-IL-1ß und pro-TNF-α durch Spaltung in die aktive Form 
überführen (Parks et al., 2004; Schönbeck et al., 1998). Im Gegenzug dazu führen pro-
inflammatorische Zytokine zu einer veränderten MMP-Expression. Ries und Petrides (1995) 
zeigten in einer Aufstellung den Einfluss verschiedener Zytokine und anderer Mediatoren auf 
die Expression einzelner MMPs und TIMPs. Dabei wurde für IL-1ß eine gesteigerte  
MMP-1,- 3,- 9 und TIMP-1 Produktion beschrieben, während das Zytokin keinen Einfluss auf 
die MMP-2 und TIMP-2 Expression nahm. TIMP-3 ist weiterhin einer der wesentlichen 
Inhibitoren des TNF-α converting enzyme (TACE), welches durch seine aktivierende Wirkung 
auf TNF-α zu Entzündungsreaktionen beiträgt (Amour et al., 1998). Auch für TIMP-1 konnte 
eine regulatorische Funktion bei Entzündungen gezeigt werden (Cai et al., 2008). Dabei 
wurde an humanen Nierenzellen des proximalen Tubulus eine Überexpression von TIMP-1 
induziert  was, vermutlich über die Hochregulation von ICAM-1, zu einer Verstärkung der 
interstitialen Fibrose führte.  
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1.6.4 Entzündungsprozesse in der Niere 
Die Beteiligung entzündlicher Prozesse sowohl an akuten als auch chronischen 
Nierenerkrankungen ist erwiesen. Während des renalen Ischämie-Reperfusionsschadens 
(ischemia-reperfusion injury, IRI) konnte eine verstärkte ICAM-1 Expression am vaskulären 
Endothel detektiert werden, wobei Mäuse ohne ICAM-1 vor einer IRI geschützt waren (Kelly 
et al., 1996). Weiterhin sind das vaskuläre Endothel und das tubuläre Epithel der Niere an 
Entzündungsprozessen beteiligt (Kinsey et al., 2008). Bei Untersuchungen des Endothels 
konnte beispielsweise eine Hochregulation des Ligandmoleküls CX3CL1 detektiert werden, 
dessen entsprechender Rezeptor auf Makrophagen exprimiert wird und damit zur 
Rekrutierung der Zellen in das Nierengewebe beiträgt (Oh et al., 2008). Viele Studien zeigen 
einen ausufernden Entzündungsprozess als wichtigen pathogenen Faktor während 
diabetischer Nephropathien. So wurden erhöhte Entzündungsmarker bei Typ 1- und Typ 2- 
Diabetes gefunden und eine Schädigung des Tubulussystems durch die Anhäufung von 
Makrophagen im tubulären Interstitiums belegt (Brosius, 2008). Weiterhin konnte eine 
Korrelation zwischen einer verminderten Nierenfunktion und einer erhöhten Ausscheidung 
pro-inflammatorischer Chemokine (z.B. IL-8 oder MCP-1) im Urin gezeigt werden (Wolkow 
et al., 2008). 
1.7 Der Wundheilungsprozess 
Die Wundheilung ist ein physiologischer Vorgang zur Regeneration zerstörten Gewebes, 
wobei dieser insbesondere zur Neubildung von Bindegewebe und Kapillaren führt. Der 
Wundheilungsprozess lässt sich in drei Phasen einteilen (Psychrembel, 1998). Während der 
Latenzphase kommt es durch kleine vaskuläre Verletzungen zu einem vorübergehenden 
Austritt von Blut und Gewebewasser. Durch Fibrin wird die Wunde verklebt und Keime oder 
nekrotisches Gewebe durch Granulozyten zersetzt. In der sich anschließenden 
Proliferationsphase bilden Fibroblasten verschiedene ECM-Proteine wie zum Beispiel 
Fibronektin und Kollagen. Ebenso wird die Angiogenese initiiert. Abschließend erfolgt die 
Reparations- bzw. Re-Epithelialisierungsphase, bei der es zu einer Umwandlung des 
Granulationsgewebes in Narbengewebe kommt. In dieser Phase der Wundheilung werden ein 
Auf- und Abbau von Kollagen und eine Anpassung der ECM deutlich, wobei den MMPs und 
TIMPs eine bedeutende Rolle zugeschrieben wird.  
Während des Wundheilungsprozesses ist die Migration von Zellen essentiell. Es werden 
grundsätzlich zwei verschiedene Mechanismen zur Schließung einer epithelialen Wunde 
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beschrieben. Einerseits kann es durch einen umgebenden Aktinsaum zu einer mechanischen 
Reaktion kommen, in deren Folge die Wunde geschlossen wird (Martin et al., 1992). Dabei ist 
die treibende Kraft eine Kontraktion des Aktin-Myosin-Komplexes, was ebenfalls in der 
embryonalen Entwicklung von Bedeutung ist. Des Weiteren gibt es eine Möglichkeit, die 
besonders charakteristisch für Zellen in adulten Organismen ist. Hierbei werden aktiv 
Pseudopodien und gekräuselte, lamellenähnliche Strukturen am Wundrand gebildet, was 
einem „Kriechen“ der Zellen entspricht (Fenteany et al., 2000). Fenteany et al. konnten diese 
Art der Wundheilung an Madin-Darby canine kidney cells (MDCK-Zellen) feststellen. Der 
genaue Mechanismus dieses Wundverschlusses ist nicht eindeutig geklärt.  
Bei einer Bewegung von Zellen wird zwischen der Migration von Einzelzellen und der 
Migration von Zellverbänden, die durch Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden sind, 
unterschieden. Ende des 19. Jahrhunderts konnte erstmals die Beteiligung von Zellgruppen 
während der Wundheilung gezeigt werden. Friedl (2004) gibt einen Überblick über die 
Vorgänge während der Migration eines Zellverbandes. Es werden grundsätzlich fünf Phasen 
unterschieden, wobei diese je nach Zelltyp und Zellumgebung variieren können. Die 
Phasen 1-4 laufen bei der Migration von Einzelzellen und der Migration von Zellverbänden 
nach demselben Schema ab. Im ersten Schritt wird eine Zellpolarisation deutlich. 
Intrazelluläres Aktin beginnt, zu zytoplasmatischen Filamenten zu polymerisieren, wodurch 
es zur Ausbildung von Pseudopodien oder den oben bereits beschriebenen gekräuselten, 
lamellenartigen Strukturen kommt. Im zweiten Schritt werden Fokalkontakte ausgebildet. 
Sobald es zu einer Interaktion zwischen den im ersten Schritt gebildeten Zellausstülpungen 
und ECM-Liganden kommt, beginnen die Rezeptoren der ß1- und ß3-Integrine mit einer 
Zusammenlagerung, binden an das Substrat und bewirken eine Ansammlung von Signal- und 
Adapterproteinen. Im dritten Schritt helfen Oberflächenproteasen wie MMP-14 bei einer 
Degradation von ECM- und anderen Proteinen am Zellrand, wodurch der Raum für die 
Migration der Zelle geschaffen wird. Kurz nach der Integrin-Ligand-Bindung kommt es im 
vierten Schritt zu einer Bindung von Aktin an Adapter- oder kontraktile Proteine wie Myosin, 
die sowohl zu einer Stabilisierung als auch einer Kontraktion des Aktins führen kann 
(vgl. Abb. 1.11). Der folgende fünfte Schritt unterscheidet sich bei Einzelzellen von der 
Migration eines Zellverbandes. Bei der Fortbewegung einer Zelle bewirkt eine Kürzung der 
membrangebundenen Aktinfilamente eine Zellkontraktion, wodurch es zu einem 
Vorwärtsgleiten des posterioren Zellpols und einer Bewegung des Zellkörpers entlang des 
Wachstumssaums („leading edge“) kommt. Bei der Fortbewegung eines Zellverbandes 
werden die Schritte eins bis vier nur an dem freien Zellpol sichtbar. Die Zellkörper sind durch 
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Zell-Zell-Verbindungen (vgl. Abb. 1.11) an weitere Zellen gebunden, so dass sie an der 
Bewegung hinter den Pseudopodien her gehindert werden. Es entsteht ein Druck sowohl auf 
die Zell-Matrix- als auch auf die Zell-Zell-Verbindungen. Die Zell-Zell-Kontakte werden zur 
Übertragung der mechanischen Veränderungen auf die Nachbarzellen benötigt. Die 
Fortbewegung der Zellen verläuft ohne Veränderungen in der innere Struktur des Verbandes, 
das heißt, jede Einzelzelle bleibt an ihrer Position im Zellverband (Hegerfeldt et al., 2002). So 
bildet sich innerhalb der Zellpopulation eine funktionelle Differenzierung, wobei Zellen 
existieren, die den vorderen Zug ausüben, Zellen, die passiv mitgezogen werden, und 
schließlich Zellen, die den hinteren Teil des Zelllayers nachziehen. Der genaue Mechanismus 
dieser Fortbewegung ist jedoch aufgrund fehlender standardisierter Modelle bis heute nicht 
exakt geklärt. 
In Abbildung 1.11 sind der Bereich der Zell-Zell-Kontakte und der Bereich des 
Wachstumssaums genauer gezeigt. Integrine der β1 und β3 Familie sind maßgeblich an der 
Zelladhäsion und dynamischen Zellbewegungen beteiligt. Außerdem sind Cadherine und 
Mitglieder der Immunglobulinfamilie (z.B. NCAM, ALCAM) an der Zell-Zell-Adhäsion 
beteiligt. Im Bereich des Wachstumssaums wird eine Umlagerung von Aktin und eine 
gesteigerte Proteaseaktivität (z. B. MMP-14, MMP-2) deutlich (Nabeshima et al., 2000). 
Um eine strukturierte Fortbewegung innerhalb des Zelllayers zu gewährleisten, wird eine 
spezifische Zell-Zell-Kommunikation benötigt, wodurch es zu Zytoskelettveränderungen im 
Bereich des Wachstumssaums und im Gegensatz dazu zu beruhigten Regionen im Zelllayer 
kommt. Hierbei wird zum Beispiel eine Beteiligung von gap junctions vermutet (Friedl et al., 
2004 b). Allgemein wird jedoch deutlich, dass die Art der Zellmigration und somit auch der 
Vorgang der Wundheilung stark vom Zelltyp und den umgebenden Bedingungen abhängt 
(Friedl, 2004; Friedl und Wolf, 2009). 
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Abb. 1.10 Migration eines Zellverbandes (nach Friedl et al., 2004 b).   
 Cadherine, Integrine und Mitglieder der Immunglobilinfamile (NCAM, ALCAM) sind an 
der Bildung von Zell-Zell-Kontakten beteiligt, während Aktin, Adapterproteine und 
Oberflächenproteasen an der Bildung des Wachstumssaums beteiligt sind.
 Abkürzungen: FN:Fibronectin, LN:Laminin. 
 
1.7.1 Beteiligung inflammatorischer Vorgänge am Wundheilungsprozess 
Neben den in Kapitel 1.7 beschriebenen Vorgängen während des Wundheilungsprozesses 
spielen auch Entzündungsreaktionen bei der Wundheilung eine wesentliche Rolle (Armstrong 
und Jude, 2002). Einerseits wird dabei durch Makrophagen und Neutrophile eine Infektion 
der Wunde verhindert und ein schneller Ablauf der Wundheilung unterstützt. Andererseits 
kann es durch langfristige Entzündungsprozesse zu chronischen Wunden kommen. Martin 
und Leibovich, 2005 beschreiben in ihrer Veröffentlichung ebenfalls den ambivalenten 
Einfluss einer Entzündung auf die Wundheilung. In Abbildung 1.12 sind die Auswirkungen 
einer akuten und chronischen Entzündung und der daraus resultierende Wundheilungsverlauf 
schematisch dargestellt. 
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Abb. 1.11 Schematischer Ablauf und Modulatoren des Wundheilungsprozesses (nach 
Armstrong, 2002). 
 
Bei einer Verwundung kommt es zunächst zu einer akuten Entzündungsreaktion. Hierbei 
werden eine Vielzahl von Mediatoren, zum Beispiel Makrophagen oder Wachstumsfaktoren, 
aktiviert. Unter diesem Einfluss beginnen Epithelialisierung, Angiogenese und 
Gewebeumbau, was bei anschließendem Abklingen der Entzündung zu einer normalen 
Wundheilung führt. Bei chronischen Erkrankungen wird eine dauerhafte Entzündung 
deutlich. Hierbei kommt es meistens zu einer langfristigen Veränderung des MMP-TIMP-
Gleichgewichtes, wodurch ein fortwährender Abbau der ECM geschieht. Aus diesen 
dauerhaften Stimulationen entstehen meist chronische Wunden. Im Verlauf eines 
Wundheilungsprozesses ist somit auch ein Einfluss von Zytokinen elementar. Neben dem 
platelet-derived growth factor (PDGF) oder dem monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1/JE) 
ist dabei besonders der transforming growth factor beta (TGF-ß) beteiligt und gilt aufgrund 
seiner zahlreichen regulatorischen Funktionen als der wesentliche Faktor bei 
Verwundungsprozessen (Slavin, 1996). Weiterhin sind die pro-inflammatorischen Zytokine 
IL-1ß und TNF-α an Wundheilungsprozessen beteiligt (Ravanti und Kahari, 2000). 
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Da Glucocorticoide, unter anderem Hydrocortison, anti-inflammatorisch wirken, stellen sie 
einen möglichen Therapieansatz bei chronischen Wunden dar (vgl. Kap. 1.6.2.2). Unter dem 
Einfluss von Glucocorticoiden konnte eine Herunterregulation der Transkription des Zytokins 
MCP-1/JE bei Fibroblasten detektiert werden, was zu der entzündungshemmenden Wirkung 
führen könnte (Kawahara et al., 1991).  
1.7.2 Beteiligung von MMPs und TIMPs am Wundheilungsprozess  
Bei der Heilung einer Wunde kommt es zum Einwachsen von Zellen in den Wundbereich 
(z.B. Re-Epithelialisierung bei der Haut). Für diesen Schritt ist eine Auflösung der Zell-Zell- 
und Zell-Matrix-Kontakte am Wachstumssaum der Verletzung notwendig. Weiterhin finden 
Zell- proliferation, -differenzierung und Zelltod statt. Bei all diesen Prozessen wird eine 
Beteiligung von MMPs vermutet (Gill und Parks, 2008). So konnte ein wesentlicher Einfluss 
von MMP-7 während der Re-Epithelialisierung gezeigt werden. Bei verwundeten 
Nierenepithelzellen wurde MMP-7 zum Beispiel im Wachstumssaum exprimiert (Surendran 
et al., 2004). Weiterhin konnte die Beteiligung von MMP-10 und MMP-28 gezeigt werden. 
MMP-9 wurde bei der Migration von Epithelzellen in den Bronchien als elementare Protease 
identifiziert (Bove et al., 2007). MMP-14 wird dagegen besonders mit der Regulation der 
Zellproliferation hinter dem Wachstumssaum in Verbindung gebracht (Atkinson et al., 2007). 
In MMP-3 knock out Mäusen ist eine verlangsamte Wundheilung detektierbar. Dabei konnte 
keine Veränderung der Re-Epithelialisierung, wohl aber der Wundkontraktion belegt werden 
(Bullard et al., 1999). Neben dieser Beteiligung verschiedener MMPs an Einzelreaktionen 
während des Wundheilungsprozesses sind sie zusätzlich für die notwendige Degradation von 
ECM-Proteinen zuständig. Hierbei sei besonders die Umstrukturierung von Kollagen als 
Schlüssel-Protein erwähnt (Singer und Clark, 1999). Ebenso konnte Mirastschijski (2004) 
zeigen, dass bei einer in vivo Studie an Ratten eine verzögerte Wundheilung durch den 
Einfluss des MMP-Breitbandinhibitors GM 6001 erreicht werden konnte, was die essentielle 
Bedeutung der MMPs während einer Wundheilung bestätigt. 
Die Beteiligung der MMPs am Wundheilungsprozess und die damit notwendige Kontrolle der 
Proteasen legt ebenfalls die Beteiligung von TIMPs am Wundheilungsprozess nahe. So wurde 
durch Zugabe von TIMP-2 die Migrationsgeschwindigkeit von HT1080 Fibrosarkomzellen 
vermindert (Endo et al., 2003). Weiterhin wird ein Einfluss durch die Inhibierung der ECM-
Degradation, aber auch durch andere, MMP-unabhängige Reaktionen, wie beispielsweise der 
direkte Einfluss von TIMP-3 auf die Angiogenese, vermutet (Gill und Parks, 2008). 
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2 Motivation 
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit sollte die Untersuchung der Beteiligung von Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) und den tissue inhibitors of metalloproteases (TIMPs) am 
Wundheilungsprozess stehen. Auf diesem Gebiet finden sich zahlreiche Studien, wobei die 
Funktionen der Proteasen und ihrer Inhibitoren vielschichtig zu sein scheinen. Da die Niere 
ein lebenswichtiges Organ ist und renale Erkrankungen, bei denen auch Verletzungen eine 
Rolle spielen, häufig mit einer Veränderung der MMP- und TIMP-Ausstattung einher gehen, 
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Zelllinie NRK-52E als Verwundungsmodell 
näher betrachtet werden. Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch wenig über die MMP- und TIMP-
Ausstattung dieser Zellen sowie über den Einfluss von inflammatorischen und anti-
inflammatorischen Mediatoren auf die Expression der Proteasen und ihrer Inhibitoren 
bekannt. Daher sollten zunächst grundlegende Studien  zur Expression ausgewählter MMPs 
und TIMPs durchgeführt werden. In dem darauffolgenden Schritt sollte der Einfluss von 
MMPs und TIMPs am Wundheilungsprozess bei NRK-Zellen, unter Berücksichtigung der 
erhaltenen inflammatorischen und anti-inflammatorischen Regulationen, interpretiert werden. 
 
Die Charakterisierung der NRK-Zellen sollte unter Einfluss des pro-inflammatorisch 
wirkenden Zytokins IL-1ß und des anti-inflammatorisch wirkenden Glucocorticoids 
Hydrocortison, welches einen häufig verwendeten Therapieansatz bei Entzündungen und 
Wundheilungsprozessen darstellt, erfolgen. Zur Charakterisierung wurden MMP-3, MMP-9 
und MMP-14 gewählt, da allen drei MMPs wichtige Funktionen während einer Entzündung 
und/oder des Wundheilungsprozesses zugeschrieben werden. Zusätzlich wurden TIMP-1, 
TIMP-2 und TIMP-3 genauer betrachtet. Dabei galt es, sowohl die mRNA- als auch die 
Proteinebene der MMPs und TIMPs zu analysieren und so einen Eindruck über die 
Regulation der Proteasen und ihrer Inhibitoren bei NRK-Zellen zu erhalten. 
 
Anschließend sollte die Beteiligung von MMPs und TIMPs am Wundheilungsprozess 
genauer untersucht werden. In der Literatur werden diesbezüglich fast ausschließlich in vivo 
Untersuchungen durchgeführt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die ECIS-
Technik zur Untersuchung des Einflusses des MMP-Breitbandinhibitors GM 6001 auf den 
Wundheilungsprozess von NRK-Zellen in vitro verwendet. Neben der Betrachtung des 
allgemeinen Wundheilungsprozesses der NRK-Zellen sollte mit Hilfe von Lokalisations- und 
Expressionstudien der ausgewählten MMPs und TIMPs deren Einfluss auf den Prozess 
analysiert werden. Abschließend wurde der Wundheilungsprozess unter inflammatorischer 
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und anti-inflammatorischer Stimulation betrachtet, um eventuelle Parallelen zur Regulation 
der MMP- und TIMP- Expression durch IL-1ß bzw. Hydrocortison herauszustellen. Durch die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden neue Erkenntnisse über den 
Wundheilungsprozess gewonnen, die geeignet sind, in Zukunft möglichst effektive 
Therapieansätze MMPs und TIMPs zu entwickeln. 
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3 Methoden 
3.1 Zellkulturtechnik 
3.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen 
Die Zellkulturarbeiten erfolgten an einer Sterilbank der Firma Holten. Alle verwendeten 
Medien und Materialien wurden entweder steril vom Hersteller erworben oder nach 
Standardsterilisationsverfahren behandelt. Bei kurz vor Gebrauch hergestellten Lösungen 
wurde eine Sterilfiltration (Porengröße 0,2 µm) durchgeführt.  
Die verwendeten NRK-52E-Zellen stammen von der Deutschen Sammlung für 
Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig. Die Routinekultur der Zellen erfolgte in 
Kulturflaschen aus Polystyrol mit einer Wachstumsfläche von 25 cm2. Je nach Anwendung 
wurden ebenfalls Petrischalen (23 cm2) oder Electric Cell-Substrate Impedance Sensing 
(ECIS)-Elektrodenarrays der Firma Applied Biophysics, Inc. (0,75 cm2/Well) benutzt. Die 
Kultivierung der NRK-52E-Zellen fand bei 37°C im Brutschrank in wasserdampfgesättigter 
Atmosphäre und 5 % CO2 statt. 
3.1.2 Zellpassage 
Die NRK-Zellen wurden einmal in der Woche nach einem gleichbleibenden Protokoll 
passagiert. Die dabei verwendeten Lösungen wurden zuvor im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 
Zu Beginn wurden die Zellen zweimal mit phosphate buffered saline-Lösung (PBS--), ohne 
zweiwertige Ionen wie Ca2+ und Mg2+, gewaschen. Dabei werden Mediumreste sowie 
zweiwertige Ionen, welche für die Zelladhäsion nötig sind, entfernt. Anschließend erfolgte 
eine zehnminütige Inkubation bei 37°C mit einer Ethylendiamintetraacetat-Lösung (EDTA, 
1 mM in PBS--), um die vollständige Komplexierung zweiwertiger Ionen zu erreichen. Durch 
den folgenden proteolytischen Verdau mit Hilfe einer 0,25 %-igen Trypsinlösung für 10 min 
konnten die Zellen endgültig vom Substrat gelöst werden. Das Abstoppen des Verdaus wurde 
mit serumhaltigem Kulturmedium durchgeführt. Nach einer Zentrifugation der Zellsuspension 
für 10 min bei 110 x g und Raumtemperatur (RT) wurde der Überstand verworfen und die 
Zellen in Kulturmedium resuspendiert. Die anschließende Aussaat auf Zellkulturflaschen 
erfolgte im Verhältnis 1:10 bezogen auf die ursprüngliche Zelldichte pro cm2 
Wachstumsfläche. Um die ausreichende Versorgung der NRK-Zellen mit Nährstoffen zu 
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gewährleisten, wurde alle drei Tage ein Mediumwechsel durchgeführt. Nach etwa drei bis 
vier Tagen erreichten die Zellen auf den Kulturflaschen Konfluenz und konnten für 
Experimente genutzt werden. 
 
PBS--     140 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
8,1 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
     in Reinstwasser 
 
NRK-Medium   Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) 
     3,7 g/l NaHCO3 
     
4,5 g/l D-Glucose 
     10 % (v/v) FCS 
   100 µg/ml Penicillin 
    100 µg/ml Streptomycin 
    2 mM L-Glutamin 
3.1.3 Umstellung auf serumfreies Medium 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Matrix-Metalloproteasen 
(MMPs) und tissue inhibitors of matrix-metalloproteinases (TIMPs) von NRK-Zellen 
untersucht. Für alle durchgeführten Experimente war eine Umstellung der Zellen auf 
serumfreies Medium (SFM) essentiell, da die im Serum nachweislich enthaltenen MMPs die 
Ergebnisse verfälschen würden. So wurde vor den eigentlichen Untersuchungen ein 
Mediumwechsel durchgeführt und die Experimente nach einer Äquilibrierungsphase der 
Zellen gestartet. 
 
SFM     Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) 
     3,7 g/l NaHCO3 
     
4,5 g/l D-Glucose 
     100 µg/ml Penicillin 
    100 µg/ml Streptomycin 
    2 mM L-Glutamin 
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3.1.3 Charakterisierung der NRK-52E-Zellen 
Da über die Regulation von MMPs und TIMPs bei NRK-Zellen nur wenig bekannt ist, wurde 
in der vorliegenden Arbeit zunächst eine Charakterisierung der Zellen in Bezug auf 
inflammatorische und anti-inflammatorische Einflüsse durchgeführt. Dafür erfolgte eine 
Stimulation der Zellen mit dem pro-inflammatorisch wirkenden Zytokin IL-1β (Ratte) und 
dem anti-inflammatorisch wirkenden Glucocorticoid Hydrocortison (HC). Um einen 
genaueren Einblick in die Expression zu erhalten, sind jeweils zwei verschiedene 
Konzentrationen (IL-1β: 5 bzw. 10 ng/ml; HC: 55 bzw. 550 nM) und zwei unterschiedliche 
Untersuchungszeitpunkte (je 6 bzw. 24 h) gewählt worden. Es sollte untersucht werden, wie 
und ob die MMP- und TIMP-Expression durch diese Stimulantien modifiziert wird.  
Für diese Experimente wurden NRK-Zellen auf Zellkulturflaschen (25 cm2) bis zum 
Erreichen der Konfluenz kultiviert. Am Tag vor der Stimulation erfolgte die Umstellung auf 
SFM. Anschließend wurden die Agenzien appliziert. Dabei ist die IL-1β-Stammlösung 
(2000 ng/ml) direkt in das Medium auf den Zellen appliziert und vorsichtig vermischt 
worden, während aufgrund der zu geringen Mengen HC zunächst mit dem konditionierten 
Medium verdünnt wurde. Aus den Zellkulturflaschen wurde die Hälfte des Mediums entfernt 
und in ein steriles Röhrchen überführt. Das ist die Menge Medium, bei deren Abnahme 
nachweislich keine Beeinträchtigung der Zellen geschieht. Nach der Verdünnung der HC-
Stammlösung (550 µM) wurde die Lösung zurück auf die Zellen gegeben und vorsichtig 
vermischt. Nach einer Inkubation bei 37°C im Brutschrank konnte nach sechs bzw. 
24 Stunden mit den Untersuchungen begonnen werden. 
3.2 Impedanzspektroskopie (IS) 
Die Impedanzspektroskopie (IS) ist ein weitverbreitetes Verfahren zur Analyse von 
elektrochemischen und biochemischen Systemen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
wurden, neben den elektrischen Wundheilungsprozessen, die Barriereeigenschaften einer 
NRK-Zellschicht genauer untersucht. Der transepitheliale elektrische Widerstand (TER) ist 
ein Maß für die Permeabilität einer Zellschicht für kleine Ionen wie Na+ und Cl- 
(Schneeberger und Lynch, 1992) und lässt so eine Beurteilung der Barriereeigenschaften des 
Zellmonolayers zu. Der TER kann mit Hilfe der Impedanzspektroskopie ermittelt werden. In 
der IS wird an das zu untersuchende System eine sinusförmige Wechselspannung 
(Erregersignal) angelegt, deren Frequenz variiert, und der frequenzabhängige 
Wechselstromwiderstand (Impedanz) des Systems ermittelt wird (Ende und Mangold, 1993). 
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Die konstant kleine Amplitude der eingesetzten Wechselspannung ist wesentlich geringer als 
die von natürlichen Membranpotentialen. Auf diese Weise wird eine Zerstörung oder 
Veränderung lebender Zellen bei der Bestimmung der Impedanz verhindert. 
Für die Auswertung der ermittelten Daten wird ein Ersatzschaltbild erstellt, welches mit Hilfe 
klassischer, elektrischer Bauteile die elektrischen Eigenschaften des Systems annähernd 
beschreibt. Durch die rechnerische, iterative Anpassung der dem Ersatzschaltbild 
entsprechenden Übertragungsfunktion an die gemessenen Impedanzspektren können Werte 
für die Parameter des Ersatzschaltbildes ermittelt werden, welche eine direkte 
Charakterisierung des Systems erlauben (Wegener, 1998). Zum besseren Verständnis der 
Methode werden die Grundlagen im Folgenden genauer erläutert. 
Nach dem Ohmschen Gesetz wird der Widerstand eines Systems aus dem Quotienten der 
angelegten Spannung U und dem daraus resultierenden Strom I ermittelt (1).  
 
(1)   
I
UR =  
 
In einem Wechselstromkreis wird der Widerstand als Impedanz Z (4) bezeichnet und 
berechnet sich, analog zum Widerstand bei Gleichstrom, aus dem Quotienten der 
Wechselspannung U (2) und der Stromstärke I (3). Die Wechselspannung bei einer 
Frequenz ω ist definiert als: 
 
 (2)   tieUtU ω0)( =    
 
Wird die Wechselspannung an einen ohmschen Widerstand angelegt, resultiert daraus ein 
Wechselstrom, der bezüglich der Wechselspannung nicht phasenverschoben vorliegt. Bei 
Stromkreisen, die Kondensatoren enthalten, kommt es zu einer Phasenverschiebung zwischen 
Wechselstrom und Wechselspannung. 
 
 
 
U(t): Momentanwert der Spannung 
U0: Spannungsamplitude 
i: 1−  
ω: Kreisfrequenz 
t: Zeit 
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Für den resultierenden Wechselstrom gilt: 
 
 (3)   )(0)( ϕω −= tieItI   
 
 
 
Somit folgt für die Impedanz: 
 
 (4)   ϕϕ ii eZe
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U
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0
0
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|Z| und φ sind zwei voneinander unabhängige Messgrößen, die bei der IS verwendet werden 
und bei unterschiedlichen Frequenzen ermittelt werden. Aus ihnen können verschiedene 
Parameter zur Charakterisierung des elektrochemischen Systems gewonnen werden. 
Zur Auswertung der impedanzspektroskopischen Messdaten wird ein Ersatzschaltbild 
verwendet. Dabei wird das zu untersuchende System sowohl durch ohmsche Widerstände (R) 
als auch Kapazitäten (C), beispielsweise Kondensatoren, beschrieben, die einen Beitrag zur 
Gesamtimpedanz des Systems liefern. Ohmsche Widerstände beeinflussen nur die Amplitude 
des aus der Wechselspannung resultierenden Stroms und zeigen keine 
Frequenzabhängigkeiten. Die Impedanz von kapazitiven Elementen hingegen ist 
frequenzabhängig. Die Berechnung der Gesamtimpedanz und der daraus resultierenden 
Übertragungsfunktion erfolgt nach den Kirchhoffschen Gesetzen. Dabei bedingt eine 
Reihenschaltung eine Summierung der Einzelimpedanzen, während eine Parallelschaltung zu 
einer Addition der reziproken Impedanzen führt.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Electric Cell-Substrate Impedance Sensing 
(ECIS)-Technik zur Analyse adhärenter NRK-Zellen auf Goldoberflächen verwendet. Aus 
diesem Grund wird dieses Verfahren im folgenden Kapitel genauer betrachtet. 
3.2.1 Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) 
Die ECIS-Technik ermöglicht quantitativ und im zeitlichen Verlauf eine Analyse der 
Zelladhäsion sowie die Detektion von morphologischen Veränderungen bereits adhärierter 
Zellen. Darüber hinaus kann eine Aussage über zellspezifische Parameter, wie zum Beispiel 
der Ausbildung von tight junctions oder dem Zell-Substrat-Kontakt, getroffen werden. Das 
I(t): Momentanwert des Stroms 
I0: Stromamplitude 
φ: Phasenverschiebung 
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200 Hz - 5 kHz > 10 kHz
Prinzip der ECIS-Methode wurde erstmals im Jahr 1984 von Giaever und Keese 
veröffentlicht und anschließend kontinuierlich weiterentwickelt. Dabei werden Zellen auf 
Goldfilmelektroden, einer Arbeitselektrode und einer wesentlich größeren Gegenelektrode, 
kultiviert und die Impedanz der Elektrode analysiert (Abb. 3.1). Die unmittelbare Nähe der zu 
untersuchenden Zellen zur Elektrode bedingt die hohe Sensitivität des Verfahrens. Beide 
Elektroden sind über das Zellkulturmedium leitend miteinander verbunden. Aufgrund der im 
Vergleich zur Arbeitselektrode wesentlich größeren Fläche der Gegenelektrode wird der 
gemessene elektrische Widerstand fast ausschließlich von der Arbeitselektrode und den 
darauf adhärierten Zellen bestimmt (Wegener, 2003).  
Die Zellen verhalten sich auf der Elektrode wie isolierende Partikel, wodurch der Strom bei 
mittleren Frequenzen (200 Hz – 5 kHz) überwiegend parazellulär, d.h. im Bereich der tight 
junctions, fließt. Bei höheren Frequenzen (> 5 kHz) fließt der Strom weitgehend kapazitiv 
durch die Zelle (Wegener et al., 2000). Somit kann anhand der Analyse der 
frequenzabhängigen Impedanz zwischen Beiträgen der Zell-Substrat-Kontakte und der 
Beiträge aus Zell-Zell-Kontakten unterschieden werden. Das kontinuierliche Aufzeichnen der 
Impedanzspektren ermöglicht es somit, morphologische Veränderungen der Zellen als 
Funktion der Zeit zu detektieren.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.1 Schematische Darstellung des ECIS-Messprinzips.    
 Arbeits- und Gegenelektrode sind über das Kulturmedium leitend verbunden. Durch 
Anlegen einer Wechselspannung kann die Impedanz des Systems bestimmt werden. 
Bei mittleren Frequenzen dominiert der Ohmsche Widerstand, bei hohen Frequenzen 
die kapazitiven Elemente den Stromfluss des Systems. 
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Wie bereits in Kapitel 3.2 erläutert wird zur Analyse der Impedanzspektren ein physikalisches 
Modell herangezogen. Giaever und Keese (1991) formulierten ein Modell, mit dessen Hilfe 
die Impedanzspektren zellbedeckter Goldelektroden analysiert werden können (vgl. Abb. 3.2). 
Dabei werden die Zellen als kreisrunde Scheiben mit einem Radius rc definiert, die sich im 
Abstand d vom Substrat befinden (vgl. Abb. 3.2 A). In Abbildungsteil B ist das entsprechende 
Ersatzschaltbild dargestellt. Der Ohmsche Widerstand Rbulk repräsentiert dabei den 
Elektrolytwiderstand des Zellkulturmediums, während das Konstante Phasenelement (CPE) 
die Impedanz der Grenzfläche zwischen einer polarisierten Elektrode und dem angrenzenden 
Elektrolyten beschreibt. Der Impedanzbeitrag der Zellschicht ZCl lässt sich in drei 
voneinander differenzierbare Komponenten unterteilen. Die beiden Parameter, die den 
parazellulären Stromfluss beschreiben und auch als TER bezeichnet werden, sind durch α und 
Rb symbolisiert. α repräsentiert dabei den Widerstand im Spalt zwischen den Zellen und der 
Elektrode, während Rb den Widerstand des Interzellularspalts, d.h. die tight junctions und 
damit die Barriereeigenschaften der Zellen, beschreibt. Cm stellt die transzelluläre Impedanz 
durch die spezifische Kapazität der Plasmamembran dar. Diese Komponente beschreibt die 
Beschaffenheit der Zelloberfläche unter Berücksichtigung von Membraneinfaltungen und –
ausstülpungen. Die drei Parameter α, Rb und Cm können somit zur quantitativen 
Charakterisierung der Zellmorphologie herangezogen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2 Modell von Giaever und Keese zur Beschreibung der Impedanz zellbedeckter 
Elektroden (A) und das entsprechende Ersatzschaltbild (B).   
 A) Die Zellen sind als runde Scheiben mit dem Radius rc und dem Abstand d zur 
Elektrode definiert. Der Strom fließt bei niedrigen und mittleren Frequenzen 
parazellulär (durchgezogene Pfeile). Bei hoher Frequenz fließt der Strom kapazitiv 
durch die Zellen (gestrichelter Pfeil).       
 B) Rbulk und CPE repräsentieren den Elektrolytwiderstand des Zellkulturmediums und 
die Grenzfläche Elektrode/Elektrolyt. ZCl setzt sich aus den drei Parametern α, Rb und 
Cm zusammen. α und Rb beschreiben den parazellulären Stromfluss, während Cm die 
transzelluläre Impedanz darstellt. 
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Für das zur Auswertung benötigte Ersatzschaltbild (Abb. 3.2 B) ergibt sich für die 
Gesamtimpedanz der zellbedeckten Elektrode Ztotal nach Giaever und Keese folgende 
Übertragungsfunktion: 
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ZCPE ist dabei definiert als die Impedanz der zellfreien Elektrode, während Zm die Impedanz 
der Plasmamembran symbolisiert. Bei I0 und I1 handelt es sich um modifizierte 
Besselfunktionen erster Art der Ordnung 0 und 1.  
Die Komponente α, welche die Impedanz zwischen den Zellen und der Elektrode beschreibt, 
ist definiert als: 
 
 (6) 
d
r subc
ρ
α *=  
    
 
 
 
Die iterative Anpassung der Übertragungsfunktion an die experimentell ermittelten 
Impedanzspektren zur Bestimmung der drei Parameter α, Rb und Cm erfolgt nach einem 
Verfahren von Wegener et al. (2000). 
 
 
 
 
rc: Radius der Zelle 
ρsub: spez. Elektrolytwiderstand im Adhäsionsspalt 
d: Abstand zwischen Zelle und Substrat 
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3.2.1.1 Der elektrische Wundheilungsassay 
Die ECIS-Technik bietet zusätzlich die Möglichkeit, Läsionen in eine konfluente Zellschicht 
einzuführen und das anschließende Wiedereinwachsen der Zellen von außen in die Wunde 
zeitlich zu verfolgen. Dieses Verfahren eignet sich zur Analyse von Wundheilungsprozessen. 
Dabei werden die Zellen im Bereich der Elektrode einem invasiven elektrischen Wechselfeld 
ausgesetzt, wodurch die Zellschicht lokal zerstört wird. Das erneute Einwachsen der Zellen 
auf die Elektrode kann anschließend impedanzspektroskopisch verfolgt werden (Keese et al., 
2004). In Abbildung 3.3 Teil D wird der Wundheilungsprozess auf ECIS-Elektroden 
mikroskopisch mittels eines Live/Dead Assays verfolgt. Dabei zeigen sich die toten Zellen 
auf der Elektrode nach der Verwundung (2) als rote Punkte, während die vitalen Zellen 
außerhalb der Elektrode als grün fluoreszierende Punkte erscheinen. Im Verlauf der 
Wundheilung migrieren die Zellen auf die Elektrode (3), bis sie schlussendlich erneut 
vollständig bewachsen ist und die Wunde somit geschlossen wurde (4) (mit freundlicher 
Genehmigung aus Heitmann, 2008). 
Um eine hohe Effektivität zu gewährleisten, wird die Frequenz des Verwundungsimpulses so 
gewählt, dass ein Großteil der Spannung über der Zellschicht (α, Rb und Cm) und nicht über 
der Elektrodengrenzfläche oder dem Elektrolyten abfällt. Für die im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit verwendeten NRK-52E-Zellen wurde ein Verwundungsimpuls bei einer 
Frequenz von 40 kHz und einer Spannung von 5 V für 30 Sekunden gewählt. Bei den 
durchgeführten Experimenten konnte so von einer effektiven Verwundung ausgegangen 
werden (vgl. Abb. 3.3 D). 
Für die Durchführung der ECIS-Experimente wurden die NRK-Zellen auf kommerziell 
erhältlichen Elektrodenarrays der Firma Applied Biophysics, Inc. ausgesät. Das Array besteht 
aus acht Wells mit einer Wachstumsfläche von jeweils 0,75 cm2 (vgl. Abb. 3.3 A). Jedes Well 
beinhaltet zehn parallel geschaltete Arbeitselektroden mit einer Größe von 5*10-4 cm2 und 
eine Gegenelektrode, die im Vergleich zur Arbeitselektrode 500 mal größer ist. Dadurch sind 
die Beiträge der Gegenelektrode zur Gesamtimpedanz vernachlässigbar klein. Durch die 
Parallelschaltung der Arbeitselektroden wird die Impedanz über die zehn Messpunkte 
gemittelt.  
Aufgrund der einheitlichen Größe der Elektrode und damit auch der durch das automatisierte 
Verfahren zugefügten Wunde kann der Wundheilungsprozess mit optimaler 
Reproduzierbarkeit verfolgt werden. 
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Abb. 3.3 (A) 8 Well ECIS-Elektrodenarray der Firma Applied Biophysics Inc. 
(www.biophysics.com), (B) Schematische Darstellung einer zellbedeckten 
Elektrode, (C) Schematische Darstellung migrierender Zellen nach einem 
Verwundungsimpuls, (D) Mikroskopische Aufnahmen eines Live/Dead Assays.
 Jedes Well besteht aus 10 parallel geschalteten Arbeitselektroden und einer 
Gegenelektrode. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die NRK-Zellen, analog zu Kapitel 3.1.2, 
passagiert und mit einer Zelldichte von 500000 Zellen pro Well auf die Elektrodenarrays 
ausgesät. Nach 48 Stunden erfolgte die Umstellung auf serumfreies Medium mit dem 
entsprechenden Solvens (Kontrolle) oder SFM mit den verwendeten Stimulanzien 
(vgl. Tab 3.1). Das Array wurde in einem Brutschrank, bei 37°C und wasserdampfgesättigter 
Atmosphäre bei 5 % CO2, in eine spezielle Halterung eingebaut und kontaktiert. Nach einer 
dreistündigen Äquilibrierungsphase erfolgte die Verwundung für 30 Sekunden bei 40 kHz 
und 5 V. Durch die impedanzspektroskopische Messung wurde das Wiedereinwachsen der 
Zellen auf die Elektrode zeitaufgelöst verfolgt. 
Aufgrund der linearen Korrelation zwischen der Kapazität C bei 40 kHz und der 
Zellbedeckung der Elektrode wurde für die Auswertung der zeitliche Verlauf der Kapazität 
bei 40 kHz herangezogen. Nach dem Verwundungsimpuls (s. Abb. 3.4, Pfeil) nimmt die 
normierte Kapazität durch die Permeabilität der Zellen zu und erreicht den Wert einer 
zellfreien Elektrode. Der Strom kann dabei nahezu ungehindert von der Elektrode in den 
Elektrolyten gelangen. Während der Wundheilungsphase nimmt die normierte Kapazität 
wieder ab, bis die Elektrode erneut komplett mit Zellen bewachsen ist. Um die Wundheilung 
unter den verschiedenen Bedingungen besser vergleichen zu können, wurden die Zeiten bis 
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zum Erreichen des halbmaximalen Kapazitätsabfalls (T1/2) bestimmt. Dieser Wert entspricht 
genau dem Zeitpunkt, an dem die Zellen die Hälfte der Elektrode erneut bewachsen haben. In 
Abbildung 3.4 sind der zeitliche Verlauf der Kapazität nach einer Verwundung und die 
Bestimmung des T1/2-Wertes dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4 Zeitlicher Verlauf der normierten Kapazität C bei 40 kHz nach Verwundung von 
NRK-Zellen.         
 Der Zeitpunkt der Verwundung ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die gestrichelte 
Linie bezeichnet den halbmaximalen Kapazitätsabfall bzw. den Zeitpunkt der 
halbmaximalen Wundheilung (T1/2). 
 
STIMULANS KONZENTRATION LÖSUNGSMITTEL 
Hydrocortison 550 nM Ethanol 
ML-7 15 µM 50 % Ethanol 
GM 6001 50 µM DMSO 
IL-1β 5 ng/ml Wasser 
Tab. 3.1 Übersicht über die verwendeten Stimulanzien und deren Konzentration in den 
ECIS-Experimenten.        
 Den Kontrollen wurde die entsprechende Menge des Lösungsmittels appliziert, um 
eine Reaktion der Zellen darauf auszuschließen. 
 
Zusätzlich zu den bereits beschriebenen Stimulanzien IL-1β und HC wurde im Rahmen dieser 
Arbeit der Einfluss zweier Inhibitoren auf den Wundheilungsprozess untersucht. Zunächst 
sollte mit Hilfe des myosin light-chain kinase (MLCK)-Inhibitors ML-7 (1-(5-
Iodonaphthalene-1-sulfonyl) homopiperazine,-HCl) (Calbiochem) ein Vergleich der beiden in 
N
o
rm
.
 
C 
(40
 
kH
z)
t/min
N
o
rm
.
 
C 
(40
 
kH
z)
N
o
rm
.
 
C 
(40
 
kH
z)
Methoden  41 
ZBG
der vorliegenden Arbeit verwendeten Wundheilungsassays (vgl. Kap. 3.2.1.1 und 3.3), 
durchgeführt werden. Der Inhibitor ML-7 wurde für diese Experimente gewählt, da die 
Beteiligung an der Wundheilung als erwiesen gilt und somit in beiden Assays zu einer 
Beeinträchtigung der Wundheilung führen sollte. Die MLCK ist maßgeblich am Vorgang der 
Muskelkontraktion beteiligt. Nach der Aktivierung durch Ca2+/Calmodulin bewirkt die Kinase 
eine Phosphorylierung des Myosins in der Zelle, welches daraufhin unter ATP-Verbrauch mit 
Aktin interagiert und eine Kontraktion induziert. Aufgrund der durch die MLCK 
hervorgerufenen Veränderungen des Zytoskeletts wird die MLCK auch mit vielen anderen 
Vorgängen, wie beispielsweise Zellmigration und Zellmorphologie, in Verbindung gebracht 
(Kamm und Stull, 2001). So gilt es auch als erwiesen, dass die MLCK durch die Kontraktion 
von Aktin am Wundschluss beteiligt ist (Levinson et al., 2004; Russo et al., 2005).  
Als ein weiterer Inhibitor wurde GM 6001 (Galardin oder  N-[(2R)-2-
(Hydroxamidocarbonylmethyl)-4-methylpentanoyl]-L-tryptophanmethylamid) (Calbiochem) 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet (vgl. Abb. 3.5). Mit Hilfe dieses MMP-
Breitbandinhibitors sollte untersucht werden, ob MMPs am Wundheilungsprozess von NRK-
52E-Zellen beteiligt sind. Das Molekül bindet an das aktive Zentrum der MMPs und hemmt 
somit ihre enzymatische Aktivität. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5 Struktur des MMP-Breitbandinhibitors GM 6001 (www.merck-chemicals.de).
 ZBG: Zink-bindende Gruppe 
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3.3 Der mechanische Wundheilungsassay 
Neben dem ECIS basierenden Wundheilungsassay wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
auch der durch mechanische Verwundung bedingte Wundheilungsprozess analysiert. Dabei 
wurden NRK-Zellen auf Petrischalen (23 cm2) oder Deckgläschen (in 6-Well-Platten) 
ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen sind 48 Stunden vor Beginn des 
Experimentes mit neuem Medium versehen worden, um eine optimale Nährstoffversorgung 
zu gewährleisten. Eine Stunde vor der Verwundung erfolgte die Umstellung auf SFM, 
SFM/Lösungsmittel oder SFM/Stimulans (analog zu Tab. 3.1). In jeder Petrischale wurde die 
mechanische Verwundung mit Hilfe einer dünnen Pipettenspitze an vier verschiedenen 
Stellen im Zellmonolayer vorgenommen. Der Wundheilungsprozess lässt sich mikroskopisch 
verfolgen und dokumentieren (vgl. Abb. 3.5). Nach sechs bzw. 24 Stunden 
Wundheilungsphase bei 37°C und 5 % CO2 erfolgten die unterschiedlichen Experimente. 
 
10,6 cm 1,8 cm0h 6h 9,2 cm 24h
 
Abb. 3.6 Typischer Verlauf einer Wundheilung von NRK-Zellen nach mechanischer 
Verwundung mittels einer Pipettenspitze.     
 Direkt nach der Verwundung beträgt der Wundspalt im Originalbild 10,6 cm, nach 6 h 
migrieren die Zellen deutlich in die Wunde (Spalt: 9,2 cm) während nach 24 h der 
Wundschluss fast vollständig erfolgt ist (Spalt: 1,8 cm). 
 
Für die Auswertung des Assays wurde nach 24 Stunden der Wundheilungsindex (WHI) 
bestimmt, der ein quantitatives Maß für die Wundheilung darstellt. Dazu ist direkt bzw. 
24 Stunden nach der Verwundung die Breite der Wunde an definierten Stellen vermessen und 
die Werte miteinander in Beziehung gesetzt worden (vgl. Abb. 3.6).  
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Die Bestimmung des WHI erfolgte nach: 
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Einen wesentlichen Nachteil des mechanischen Wundheilungsassays stellt die eingeschränkte 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse dar. Der Umfang der Wunde variiert deutlich zwischen 
verschiedenen Experimenten, so dass auch das Ausmaß der erhaltenen Resultate schwankt. 
Zusätzlich ist die Menge der verwundeten Zellen entlang des Wundspaltes im Vergleich zur 
Gesamtzellmenge auf der Petrischale sehr gering, so dass eine Detektion von Veränderungen, 
die nur durch die verwundeten Zellen hervorgerufen werden, sehr schwierig ist. Die im 
Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche, die Sensitivität des Verfahrens, zum Beispiel 
durch eine gesteigerte Verwundungsrate, zu erhöhen, scheiterten. So werden in der 
vorliegenden Arbeit teilweise schwache Regulationen deutlich, die jedoch aufgrund der 
geringen Anzahl der Zellen, die dieses Ergebnis hervorgerufen haben, eine deutlich höhere 
Aussagekraft beinhalten.  
Zunächst sollte überprüft werden, ob die Ergebnisse beider Wundheilungsassays korrelieren, 
um die erhaltenen Resultate miteinander vergleichen und in der Gesamtheit diskutieren zu 
können. Nachdem dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte 
(vgl. Kap. 4.3.1), wurde der mechanische Assay als Grundlage für 
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen, Protein- und RNA-Isolierungen sowie 
Aktivitätsmessungen verwendet. 
3.4 Mikroskopische Untersuchungen 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Färbetechniken verwendet, um den 
Wundheilungsprozess und die Beteiligung von MMPs und TIMPs an diesem Vorgang zu 
visualisieren. Zusätzlich erfolgte eine Analyse der Lokalisation spezifischer Proteine in NRK-
52E-Zellen. Die Mikroskopie wurde an einem Mikroskop DC 300F der Firma Leica 
(Wetzlar) durchgeführt. Für diese in vitro Färbungen sind NRK-Zellen, wie in Kapitel 3.3 
beschrieben, auf Deckgläschen kultiviert, auf SFM umgestellt und mittels einer Pipettenspitze 
verwundet worden. Dem Zelllayer auf dem Deckgläschen wurde dabei nur eine Wunde 
zugefügt. Um eine schnelle Reaktion der verwundeten Zellen am Wundrand bis zur Fixierung 
auszuschließen, sind die Kontrollzellen erst nach der Fixierung verwundet worden.  
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3.4.1 Fluoreszenzmikroskopie 
Durch eine immunzytochemische Färbung können spezifisch ausgewählte Proteine durch 
Antikörper sichtbar gemacht werden. Bei der indirekten Immunfluoreszenz bindet zunächst 
ein proteinspezifischer Erstantikörper, an den anschließend ein fluorophor-gekoppelter 
Zweitantikörper bindet. Durch die Anregung des Fluorophors in einem Fluoreszenzmikroskop 
mit einer definierten Wellenlänge kann das Protein „indirekt“ detektiert werden. 
Zunächst wurden die Deckgläschen, zur besseren Handhabung, aus den 6-Well-Platten 
entnommen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS++ erfolgte die Fixierung für 10 min bei 
Raumtemperatur (RT) mit einer 4 %-igen (w/v) Paraformaldehyd (PFA)-Lösung. Zur 
Entfernung des Fixanz wurden die Zellen zweimal mit PBS++ und anschließend zur 
Permeabilisierung der Zellmembran für 10 min bei RT mit 0,5 % (v/v) Triton X-100 in PBS++ 
inkubiert. Um unspezifische Bindungsstellen für den Erstantikörper abzusättigen, wurde nach 
zweimaligem Waschen mit PBS++ mit einer 3 %-igen (w/v)  bovine serum albumine (BSA)-
Lösung in PBS++ für 30 min bei 37°C blockiert. Die Bindung des Erstantikörpers erfolgte bei 
4°C über Nacht in einer 0,5 %-igen (w/v) BSA-Lösung. Nach weiterem viermaligem 
Waschen mit PBS++ wurde für 30 min bei 37°C erneut mit einer 3%-igen (w/v) BSA-Lösung 
blockiert. Die Zweitantikörperinkubation erfolgte für 45 min bei 37°C in einer 0,5 %-igen 
(w/v) BSA-Lösung. Abschließend wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS++ gewaschen 
und zur Kernfärbung etwa 1 min mit 4´,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI, 10 nM, 
λEx = 358 nm, λEm = 461 nm) in PBS++ behandelt. Nach erneutem Waschen erfolgte das 
Einbetten der Deckgläschen auf Objektträger in AquaPolymount-Puffer und die Lagerung bei 
4°C. In Tabelle 3.2 sind die verwendeten Erst-und Zweitantikörper aufgeführt, wobei im 
Rahmen dieser Arbeit keine Antikörper für MMP-3 und TIMP-1 gefunden werden konnten, 
die eine spezifische immunzytochemische Färbung hervorriefen.  
 
PBS++
     
140 mM NaCl 
(pH 7,4)    2,7 mM KCl 
8,1 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
0,5 mM MgCl2 
1,0 mM CaCl2 
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ERSTANTIKÖRPER SPEZIES VERDÜNNUNG HERSTELLER 
anti-MMP-9 Maus 1:100 Calbiochem (IM37L) 
anti-MT1-MMP 
(MMP-14) Maus 1:50 
Calbiochem 
(113-5B7) 
anti-TIMP-2 Maus 1:100 Calbiochem (67-4H11) 
anti-TIMP-3 Kaninchen 1:100 
Santa Cruz 
Biotechnology. Inc. 
(SC-30075) 
anti-Occludin Kaninchen 1:500 Zytomed (215-0156) 
anti-Claudin-1 Kaninchen 1:100 Zymed (51-9000) 
anti-ZO-1 Kaninchen 1:500 Zymed (61-7300) 
ZWEITANTIKÖRPER    
anti-Maus 
Alexa Fluor® 546 Ziege 1:1000 MoBiTec 
anti-Kaninchen Alexa 
Fluor® 546 Ziege 1:1000 MoBiTec 
anti-Kaninchen  
Alexa Fluor® 488 Ziege 1:1000 MoBiTec 
Tab. 3.2 Übersicht über die verwendeten Antikörper für die immunzytochemischen 
Färbungen. 
 
3.4.2 Phalloidinfärbung 
Phalloidin ist ein hochtoxisches, zyklisches Alkaloid des Knollenblätterpilzes (Amanita 
phalloides) und wird in der Zellbiologie zur Visualisierung des filamentösen Aktins 
verwendet (vgl. Abb. 3.6). Phalloidin bindet an das f-Aktin und führt durch die Inhibition der 
Depolymerisation zu einer Störung des Auf- und Abbaus von f-Aktin durch Aktinmonomere. 
Durch eine Fluoreszenzmarkierung des Phalloidinmoleküls kann das Aktinzytoskelett 
visualisiert werden.  
46  Methoden  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.7 Strukturformel von Phalloidin (www.sigmaaldrich.com). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Tetramethylrhodamin (TRITC)-markiertes 
Phalloidinderivat (Sigma Aldrich) verwendet. Dabei sollte untersucht werden, wie sich das 
Aktinzytoskelett während des Wundheilungsprozesses bei NRK-52E-Zellen verändert.  
Analog zu der Immunfluoreszenz wurden NRK-Zellen auf Deckgläschen kultiviert und nach 
Umstellung auf SFM verwundet (vgl. Kap. 3.4). Die Phalloidinfärbung erfolgte anschließend 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 1, 2, 4, 6 h) der Wundheilungsphase. Die Zellen wurden 
dafür zunächst zweimal mit PBS++ gewaschen und anschließend 10 min mit einer  
4 %-igen (w/v) PFA-Lösung bei RT fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS++ 
folgte die Permeabilisierung der Membran mit einer 0,5 %-igen (v/v) Triton X-100-Lösung in 
PBS++ für 10 min bei RT. Die Anfärbung des f-Aktins wurde nach dreimaligem Waschen mit 
PBS++ für 45 min bei RT durchgeführt. Dazu wurde die Phalloidinstammlösung (0,3 mg/ml in 
Ethanol) vor jedem Experiment frisch 1:1000 mit PBS++ verdünnt. Nach der Färbung folgten 
ein dreimaliges Waschen mit PBS++ und eine Nachfixierung der Zellen mit 4 %-iger (w/v) 
PFA-Lösung für 10 min bei RT. Anschließend wurden die Deckgläschen auf Objektträger in 
AquaPolymount-Puffer eingebettet. Die Lagerung bis zur Durchführung der Mikroskopie 
erfolgte bei 4°C. 
3.5 Proteinbiochemische Untersuchungen 
Zur Charakterisierung der NRK-Zellen in Bezug auf ihre MMP- und TIMP-Regulation sowie 
zur Analyse deren Beteiligung am Wundheilungsprozess sind ausgewählte Enzyme und 
Inhibitoren auf Proteinebene untersucht worden. Dazu wurden die Methoden der 
Zymographie, des Western Blottings mit einer anschließenden Immundetektion und des 
MMP-Aktivitätsassays verwendet.  
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3.5.1 Aufkonzentrierung von Zellkulturüberständen 
Für die Untersuchungen auf Proteinebene wurden NRK-Zellen analog zu Kapitel 3.1.3 für die 
Charakterisierung der Zellen und analog zu Kapitel 3.3 für die Wundheilungsexperimente auf 
Zellkulturflaschen bzw. Petrischalen kultiviert. Nach sechs bzw. 24 Stunden Inkubation mit 
den Stimulantien (vgl. Kap. 3.1.3) bzw. sechsstündiger Wundheilungsphase erfolgte eine  
20-fache Aufkonzentrierung der Zellkulturüberstände. Dazu wurden die Kulturüberstände mit 
Microcon-Gefäßen von Millipore (YM 3 bzw. YM 30) bei 14.000g und 4°C aufkonzentriert. 
Die abschließende Lagerung bis zur Verwendung in den Versuchen geschah bei – 70°C. 
3.5.2 Western Blot 
Beim Western Blot werden zunächst die Proteine in einem Polyacrylamidgel nach ihrer 
Molekülgröße elektrophoretisch getrennt (SDS-PAGE). Bei dem eigentlichen blotting werden 
die getrennten Fraktionen auf die Oberfläche einer Nitrozellulosemembran  
immobilisiert. Dort sind sie frei zugänglich für großmolekulare Liganden wie Antikörper und 
können so auf der Membran spezifisch detektiert werden. 
3.5.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Bei der Elektrophorese werden Proteine nach Ladung, Form und Größe getrennt, da sie im 
elektrischen Feld zur entgegengesetzt geladenen Elektrode wandern. Das bei der SDS-PAGE 
verwendete Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches, amphipatisches Detergens, 
welches durch Denaturierung von Proteinen zur random-coil-Konformation führt. SDS lagert 
sich an die lipophilen Bereiche der Proteinuntereinheiten an, so dass eine globuläre Struktur 
mit einer stark negativen Überschussladung entsteht. Die Eigenladung der Proteine wird dabei 
überdeckt und die Tertiärstruktur zerstört. Die Auftrennung des Gemisches erfolgt nun 
ausschließlich aufgrund der Größe der Protein/SDS-Komplexe. Bei der diskontinuierlichen 
SDS-PAGE werden die Proteine durch zwei aufeinander polymerisierte Gele getrennt. Die 
negativ geladenen Moleküle wandern im elektrischen Feld zur Anode, wobei zuerst ein 
schwach vernetztes, Polyacrylamid armes Sammelgel niedrigen pH-Werts (6,8) und 
anschließend ein engmaschiges, Polyacrylamid-reiches Trenngel höheren pH-Werts (8,8) 
durchlaufen wird. Das Sammelgel dient zur Fokussierung des Proteingemisches zu einer 
scharfen Bande, bevor es in das Trenngel übertritt. Die Fokussierung kommt durch einen 
Spannungsgradienten zustande, der sich zwischen kleinen Pufferionen wie Chlorid 
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(Leitionen) und dem im Elektrophoresepuffer enthaltenen Glycin (Folgeionen) aufbaut. Die 
Leitionen bewegen sich rasch durch das Gel fort, während das Glycin bei einem pH von 6,8 
seinen isoelektrischen Punkt besitzt und dementsprechend elektrophoretisch zum Stillstand 
kommt. Zwischen Leit- und Folgeionenfront bildet sich ein Spannungsgradient aus, der zu 
einer Beschleunigung der negativ geladenen Proteine führt und erst dann dicht hintereinander 
gestapelt verlangsamt, wenn sie die Front der Pufferionen eingeholt haben. Nach Übertritt in 
das Trenngel ist das Glycin, bei dem nun vorliegenden pH-Wert von 8,8, negativ geladen und 
wandert infolge seiner geringen Größe rasch durch das Gel hindurch. Die Proteine werden 
dabei überholt und nach ihrem Molekulargewicht getrennt, wobei ein linearer Zusammenhang 
zwischen der Laufstrecke und dem Logarithmus des Molekulargewichtes besteht. Die 
gewählte Polyacrylamid-Konzentration richtet sich nach der Größe der zu untersuchenden 
Proteine. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Trenngele mit einem Polyacrylamidanteil von 
10 % (für MMP-14) und 15 % (für TIMP-1,-2 und-3) sowie 4 %-ige Sammelgele verwendet. 
Das Pipettierschema ist in Tabelle 3.3 dargestellt.  
 
 
SAMMELGEL 
(4 %) 
TRENNGEL 
(10 %) 
TRENNGEL 
(15 %) 
Bidest. Wasser 1,82 ml 2,28 ml 1,5 ml 
Sammelgelpuffer 0,78 ml - - 
Trenngelpuffer - 1,82 ml 1,5 ml 
Acrylamid-Lösung (30%) 0,4 ml 2 ml 3 ml 
APS (10 %) 15 µl 15 µl 15 µl 
TEMED 15 µl 15 µl 15 µl 
Tab. 3.3 Pipettierschema für die verwendeten Polyacrylamid-Gele.   
 bidest: bidestilliert, APS: Ammoniumperoxodisulfat, 
 TEMED: Tetramethylethylendiamin. 
 
Das Gießen der Gele erfolgte zwischen zwei Glasplatten einer Größe von 10 x 10 cm2, wobei 
zunächst das Trenngel und nach dem Aushärten das Sammelgel pipettiert wurde. 
Anschließend wurden die Gele in die Laufapparatur eingespannt und die Anoden- bzw. 
Kathodenkammer mit Laufpuffer gefüllt. Nach der Reinigung der Geltaschen erfolgte die 
Applikation der aufkonzentrierten Zellkulturüberstände. Es wurden jeweils 20 µl Probe 
pipettiert, wobei der Überstand zuvor mit 4x-Probenpuffer versetzt und 5 min zur 
vollständigen Denaturierung bei 95°C inkubiert wurde. Als Größenmarker fungierte der Page 
RulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas). Die Elektrophorese wurde im Sammelgel bei 
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einer Spannung von 70 V für 30 min gestartet und im Trenngel bei 130 V für circa 90 min 
fortgeführt. 
 
Sammelgelpuffer   0,5 M Tris/HCl 
(pH 6,8)    0,4% (w/v) SDS 
 
Trenngelpuffer    1,5 M Tris/HCl 
(pH 8,8)    0,4% (w/v) SDS 
 
Probenpuffer (4x)   252 mM Tris  
(pH 6,8)    40 % (v/v) Glycerin  
     8 % (w/v) SDS  
     4 mM EDTA  
     0,02 % (w/v) Bromphenolblau 
     2 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
 
Laufpuffer    25 mM Tris 
     0,2 M Glycin 
     0,1 % (w/v) SDS 
 
Acrylamid-Stammlösung  30 % (w/v) Acrylamid 
     0,8 % Bisacrylamid in bidest. Wasser 
 
TEMED-Stammlösung 99 % N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin in bidest 
Wasser 
 
APS-Stammlösung   10 %(w/v) Ammoniumperoxodisulfat in bidest. Wasser 
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3.5.2.2 Western Blotting 
Um die in der SDS-PAGE getrennten Proteine detektieren zu können, werden diese auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert, um den Zugang von Antikörpern zu spezifischen 
Proteinen zu ermöglichen. 
Der Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran von Amersham Pharmacia 
(HybondTMECLTM) erfolgte mit Hilfe der semi-dry-Methode zwischen zwei horizontal 
angeordneten Graphitplatten (Anode/Kathode). Dabei wird nur ein geringes Volumen an 
Transferpuffer benötigt, indem alle verwendeten Materialien in dem Puffer getränkt werden. 
Das Gel wird mit der Membran in Verbindung gebracht, wobei sich zwischen den 
angefeuchteten Komponenten keine Luftblasen befinden dürfen. Gel und Membran werden 
zwischen mehrere angefeuchtete Lagen Whatman-Papier in einer Blotkassette fixiert. Über 
Nacht wurde anschließend ein elektrisches Feld (0,4 mA pro cm2) angelegt und die Proteine 
so auf die Membran übertragen. Danach erfolgte das Waschen der Membran für 10 min mit 
TBS-T, um Gelreste zu entfernen. 
 
Transferpuffer   25 mM Tris 
     192 mM Glycin 
     20 % (v/v) Methanol  
 
TBS-T    10 mM Tris 
     150 mM NaCl 
     0,1 % (v/v) Tween-20 
3.5.2.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen 
Durch den immunologischen Nachweis ist es möglich, auf der Nitrozellulosemembran 
bestimmte Proteine spezifisch durch Antikörper zu detektieren. Nach einer Blockierung von 
unspezifischen Bindestellen mittels Milchpulverlösung wurde der proteinspezifische 
Erstantikörper auf die Membran appliziert. Der Zweitantikörper, der an den Erstantikörper 
bindet, ist mit einer Peroxidase (POD) gekoppelt, welche in Gegenwart von H2O2 Luminol in 
einen angeregten Zustand überführt. Durch das Zurückfallen des Luminols in seinen 
energetischen Grundzustand wird an den markierten Stellen der Membran Licht mit einem 
Absorptionsmaximum von 428 nm emittiert. Ein aufgelegter Photofilm (Fujifilm, SuperRX) 
wird so nur an den spezifischen Proteinbanden auf der Membran geschwärzt. Die 
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Signalstärke, das heißt der Schwärzungsgrad, gibt Aufschluss über die vorhandene Menge des 
Proteins. Die verschiedenen Waschschritte während der Behandlung der Membran dienen der 
Entfernung von nicht oder unspezifisch gebundenen Antikörpern. Zur Durchführung des 
Antikörpernachweises wurde das ECL-Verfahren (Enhanced Chemo-Luminescence) nach 
Angaben des Herstellers Amersham Pharmacia durchgeführt. Die dabei eingesetzten 
Reagenzien enthalten neben H2O2 und Luminol noch weitere Komponenten, die zu einer 
Verstärkung der Chemolumineszenz beitragen.  
Alle Schritte der Immundetektion wurden bei RT, in einem Schüttler rotierend, durchgeführt. 
Nach dem Waschen mit TBS-T für 10 min erfolgte die Blockierung der Membran mit 5 % 
Magermilchpulver (w/v) in TBS-T für 60 min. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde 
der Erstantikörper in 0,5 % (w/v) Magermilchpulver für 90 min appliziert. Anschließend 
erfolgte nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T die Zweitantikörperinkubation in 
0,5 % (w/v) Magermilchpulver für 45 min. Abschließend wurde erneut dreimal mit TBS-T 
gewaschen und der ECL-Nachweis nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die 
verwendeten Erst- und Zweitantikörper sind in Tabelle 3.4 dargestellt. 
 
ANTIKÖRPER SPEZIES VERDÜNNUNG HERSTELLER 
anti-MT1-MMP 
(MMP-14) Maus 1:750 
Calbiochem 
(113-5B7) 
anti-TIMP-1 Maus 1:500 Calbiochem (7-6C1) 
anti-TIMP-2 Maus 1:750 Calbiochem (67-4H11) 
anti-TIMP-3 Kaninchen 1:500 
Santa Cruz 
Biotechnology. Inc. 
(SC-30075) 
ZWEITANTIKÖRPER    
anti-Maus-IgG- 
POD Ziege 1:1000 Sigma 
anti-Kaninchen-IgG-
POD Ziege 1:1000 Chemicon 
Tab. 3.4 Übersicht über die verwendeten Antikörper beim Western Blotting.  
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3.5.2.4 Protogold-Färbung 
Die Protogold-Färbung diente nach der Immundetektion zur Kontrolle der gleichmäßigen 
Beladung der Geltaschen, um Aussagen über eine Hoch- bzw. Herunterregulation im 
Vergleich zu den Kontrollzellen machen zu können. Die Goldpartikel des Farbstoffs gehen 
dabei unspezifische Bindungen mit den Proteinen auf der Membran ein. Nach erfolgtem 
immunologischen Nachweis wurde die Membran somit mit 2 ml Protogoldlösung (Biocell) 
über Nacht inkubiert. 
3.5.3 Zymographie 
Die Sekretion von MMP-9 durch NRK-52E-Zellen wurde im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit mittels zymographischer Analysen der 20-fach aufkonzentrierten Zellkulturüberstände 
untersucht (vgl. Kap. 3.5.1). Zu Beginn wurden die konditionierten Medien zu gleichen 
Teilen mit nicht-reduzierendem Zymographie-Probenpuffer versetzt. Anschließend erfolgte 
analog zu Kapitel 3.5.2.1 eine SDS-PAGE mit einem 10 %-igen Trenngel, welchem als 
MMP-Substrat 0,1 % (w/v) Gelatine zugesetzt wurde. Um die Funktion der Zymographie zu 
kontrollieren, diente ein kommerzieller MMP-Marker (MMP-control 6, Sigma) als 
Positivkontrolle. Dabei handelt es sich um einen stimulierten humanen Fibroblastenüberstand, 
der eine Reihe verschiedener MMPs enthält. Die Elektrophorese wurde zur 
Bandenfokussierung im Sammelgel bei 70 V für 30 min und anschließend im Trenngel bei 
130 V für 150 min durchgeführt. 
Die einzelnen Schritte der Zymographie erfolgten alle unter leichtem Schwenken des Gels auf 
einem Schüttler. Nach der SDS-PAGE erfolgte die Entfernung des SDS durch zweimaliges 
Waschen des Gels für jeweils 30 min in 50 ml Renaturierungspuffer (2,7 % (w/v) Triton-
X 100). Durch diesen Schritt werden die im Gel befindlichen MMPs aktiviert. Anschließend 
wurde das Triton in vier kurzen Waschschritten mit bidest. Wasser entfernt und das Gel 5 min 
in 25 ml Entwicklungspuffer inkubiert. Schließlich folgte eine Inkubation in 75 ml 
Entwicklungspuffer bei 37°C über Nacht (mind. 24 h). Der enzymatische Verdau wurde durch 
eine halbstündige Inkubation in Entfärber I gestoppt. Danach erfolgte die Anfärbung des Gels 
für 30 min. Das Entfärben fand 30 min in Entfärber I und abschließend über Nacht in 
Entfärber II statt. So erscheinen MMPs in der Gelatine-Zymographie als weiße Banden auf 
blauem Grund. 
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Zymographie-Probenpuffer 125 mM Tris  
(pH 6,8)    20 % (v/v) Glycerin 
     4 % (w/v) SDS 
     2 mM EDTA 
     0,01 % (w/v) Bromphenolblau 
 
Entwicklungspuffer   50 mM Tris 
(pH 7,5)    200 mM NaCl 
     5 mM CaCl2 
     0,02 % (v/v) Brij-35 
 
Entfärber I    50 % (v/v) Methanol 
     10 % (v/v) Eisessig 
 
Entfäber II    10 % (v/v) Methanol 
     10 % (v/v) Eisessig 
 
Färbelösung    0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue 
     25 % (v/v) Isopropanol 
     10 % (v/v) Eisessig  
3.5.4 Fluorometrisches MMP-Aktivitätsassay 
Die Aktivität von MMP-3 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit in 
Zellkulturüberständen von NRK-52E-Zellen mittels eines spezifischen MMP-3 Assays 
untersucht. Als fluorogenes MMP-3 Substrat diente dabei MCA-Arg-Pro-Lys-Pro-Val-Glu-
Nva-Trp-Arg-Lys(DNP)-NH2 (NFF-3, Calbiochem). Nach Nagase et al. (1994) bewirkt 
MMP-3 eine sehr schnelle Hydrolyse der Peptidbindung zwischen der Glutaminsäure (Glu) 
und L-Norvalin (Nva), während beispielsweise MMP-9 nur sehr langsam zu dieser Hydrolyse 
fähig ist. Durch diese Spaltung wird der Quencher DNP (2,4-Dinitrophenyl) vom Fluorophor 
MCA (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl) getrennt, wodurch die Fluoreszenzintensität stark 
zunimmt (λex = 325 nm / λem = 393 nm). Der zeitliche Verlauf des Anstiegs der 
Fluoreszenzintensität (RFU/min) gibt die MMP-3-Aktivität im Zellkulturüberstand wieder, so 
dass über einen linearen Fit des Datensatzes und die entsprechende Geradensteigung direkt 
auf die relative MMP-3-Aktivität geschlossen werden kann. 
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Mit Hilfe des MMP-3 Assays wurden 20-fach aufkonzentrierte Zellkulturüberstände von 
NRK-Zellen vermessen, die, wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, stimuliert oder verwundet 
wurden. Zur Durchführung wurde die 10 mM Substratstammlösung (in DMSO) mit 
Assaypuffer auf 1 µM verdünnt. Anschließend erfolgte eine 1:1 Verdünnung mit der zu 
untersuchenden Probe. Die Messung der Fluoreszenzintensität erfolgte anschließend in einer 
auf 37°C temperierten Küvette mittels eines Fluoreszenzspektrometers (LS 50 B, 
Perkin Elmer, Überlingen) über 15 min. Zuvor wurde ein Nullabgleich mit Assaypuffer 
durchgeführt.  
 
Assaypuffer    50 mM Tris/HCl 
(pH 7,5)    150 mM NaCl 
     10 mM CaCl2 
     0,05 % (v/v) Brij-35 
3.6 Molekularbiologische Untersuchungen 
Neben der Proteinebene sollten die ausgewählten Enzyme und Inhibitoren auch auf mRNA-
Ebene auf eine eventuelle Regulation hin untersucht werden. Zur Charakterisierung der NRK-
Zellen in Bezug auf ihre MMP- und TIMP-Regulation wurden die Zellen analog zu Kapitel 
3.1.3 auf Zellkulturflaschen und zur Analyse des Wundheilungsprozesses auf Petrischalen 
(vgl. Kap. 3.3) kultiviert und stimuliert. Nach sechs bzw. 24 Stunden erfolgte die Isolierung 
der Gesamt-RNA aus den NRK-Zellen. Nach dem Umschreiben der mRNA in 
komplementäre DNA (cDNA) durch eine Reverse Transkription wurde die RNA-Expression 
mittels spezifischer Primer in einer quantitativen real-time-PCR untersucht. Alle verwendeten 
Materialien (Pipettenspitzen, Eppendorfgefäße usw.) wurden vor Gebrauch 20 Minuten 
autoklaviert. 
3.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus NRK-52E-Zellen 
Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit von Qiagen. Wenn 
nicht anders erwähnt, wurden alle Zentrifugationsschritte bei RT und 8000 x g durchgeführt.  
Zu Beginn wurden die Zellen zweimal mit PBS-- gewaschen und zur Zelllyse mit 350 µl RLT-
Puffer (1 % (v/v) β-Mercaptoethanol) versetzt. Die RNA wird durch einen im RLT-Puffer 
enthaltenen RNase-Hemmer (Guanidin-Isothiocyanat, GITC) vor der Hydrolyse durch 
RNasen geschützt. Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt 
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und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Durch fünfmaliges Aufziehen des Lysats in einer 
Kanüle (Gauge 26) erfolgt eine weitere Homogenisierung. Danach wurden 350 µl Ethanol 
(70 %) appliziert und die Lösung auf eine auf Silica-Gel basierende Säule gegeben (Qiagen 
RNeasy Mini column). Durch eine Zentrifugation für 15 sec wurde eine vollständige Beladung 
der Säule mit RNA erreicht und der Durchfluss verworfen. Nach Applikation von 350 µl 
RW1-Waschpuffer auf die Säule und folgender Zentrifugation für 15 sec erfolgte eine 
Inkubation mit einer DNase-haltigen Lösung für 15 min bei RT, um die noch vorhandene 
DNA abzubauen. Nach erneutem Waschen mit RW1-Puffer und weiteren Waschschritten mit 
RPE-Puffer für jeweils 15 sec folgte am Ende, zur vollständigen Entfernung des Puffers, eine 
Zentrifugation für 2 min und erneut für 1 min bei 10000 x g. Nach der Überführung der Säule 
in ein sauberes Eppendorfgefäß wurden zur Elution 60 µl RNase-freies Wasser auf die Säule 
gegeben und 1 min zentrifugiert. Nach der Bestimmung der Konzentration wurde die 
erhaltene RNA bis zur weiteren Verwendung bei - 70°C gelagert. 
Zur Konzentrationbestimmung der isolierten RNA wurde die Extinktion bei einer 
Wellenlänge λ von 260 nm (E260) bestimmt. Dieser Absorptionsbereich ist optimal für 
aromatische Purin- und Pyrimidinbasen. Um eine Verunreinigung der Probe mit Proteinen zu 
detektieren, wurde auch die Extinktion bei 280 nm (E280) gemessen, da hier der 
Absorptionsbereich von aromatischen Aminosäuren liegt. Das Verhältnis E260/E280 gibt den 
Reinheitsgrad der RNA wieder und sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen. Für die 
Konzentrationsbestimmung wurden 5 µl der RNA-Lösung mit 145 µl RNase-freiem Wasser 
verdünnt (1:30) und mit einem UV-VIS-Spektrometer der Firma Shimadzu vermessen. Nach 
dem Lambert-Beer`schen-Gesetz (8) konnte die RNA-Konzentration der Probe bestimmt 
werden (Küvettenschichtdicke d= 1 cm):  
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3.6.2 Reverse Transkription 
Die Umschreibung in cDNA für die qRT-PCR erfolgte mit dem RevertAidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit der Firma Fermentas. Soweit nicht anders vom Hersteller gefordert, 
c: Konzentration 
Eλ: Extinktion bei der Wellenlänge λ 
ελ: Extinktionskoeffizient der Wellenlänge λ 
I0: Intensität des einfallenden Lichts 
I1: Intensität des Lichts nach der Transmission 
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wurden alle Schritte der Reversen Transkription auf Eis durchgeführt, um die Zerstörung der 
RNA durch RNasen zu minimieren. Die verschiedenen Reaktionen wurden im Mastercycler 
Gradient (Eppendorf) durchgeführt.  
Zunächst wurde 2 µg der Template-RNA mit 1 µl random primer versetzt und mit 
Dimethylpyrocarbonat (DMPC)-Wasser zu einem Gesamtvolumen von 12 µl aufgefüllt, um 
die Zerstörung der RNA durch RNasen zu verhindern. Nach vorsichtigem Invertieren und 
Zentrifugieren erfolgte eine Inkubation bei 70°C für 5 min. Nach dem Abkühlen auf Eis 
wurde ein Reaktionsansatz von 4 µl 5-fach Puffer, 1 µl RNase-Inhibitor (20 U/µl), 2 µl 
dNTP-Mix (10 mM) und 1 µl der Reversen Transkriptase RevertAidTM M-MuLv RT 
(200 U/µl) appliziert, invertiert und nach kurzer Zentrifugation für 5 min bei 25°C inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Reverse Transkription für 60 min bei 42°C. Durch das Aufheizen 
des Reaktionsgemisches auf 70°C für 10 min wurde die Reverse Transkriptase inaktiviert und 
die Reaktion beendet. Die Lagerung der erhaltenen cDNA bis zur weiteren Verwendung 
erfolgte bei -70°C. 
 
DMPC-Wasser Dimethylpyrocarbonat (DMPC) / 0,1% (v/v) in bidest. 
Wasser über Nacht bei Raumtemperatur inkubieren. 
60 Minuten autoklavieren zur Entfernung des 
überschüssigen DMPCs 
3.6.3  TaqMan quantitative real-time-PCR 
Bei der konventionellen PCR kann die Konzentration des PCR-Amplifikates nach erfolgter 
Agarose-Gelelektrophorese und Anfärbung mittels Ethidiumbromid nur visuell ermittelt 
werden (Endmengenbestimmung). Ein Rückschluss auf das Expressionsniveau des 
spezifischen Gens ist jedoch nicht exakt möglich.  
So wurde eine real-time-(Echtzeit)-Variante der PCR entwickelt, die eine quantitative 
Aussage erlaubt. Bei diesem Vorgang sollte die Menge der amplifizierten DNA ausschließlich 
in der exponentiellen Phase der PCR gemessen werden, da die Endmenge aufgrund einer 
Sättigungsphase keine Proportionalität zur eingesetzten Template-Menge aufweist. Die 
laufende Amplifikation während der real-time-PCR wird durch SYBR® Green, ein 
Fluoreszenzfarbstoff, der mit der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix interkaliert, verfolgt. 
Durch diese Interkalation verschiebt sich das Emissionsmaximum des Farbstoffs von 497 nm 
auf 520 nm. Durch die Messung der Fluoreszenzintensität bei 520 nm während der 
Elongationsschritte lässt sich so die Bildung der doppelsträngigen DNA-Moleküle in Echtzeit 
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verfolgen. Je stärker das messbare Fluoreszenzsignal dabei ist, desto höher ist demnach die 
Anzahl der DNA-Amplikone. In der verwendeten SYBR® Green-I-Lösung befindet sich ein 
weiterer Farbstoff, dessen Fluoreszenzintensität während der Reaktion nicht verändert wird. 
Auf diesen Referenzfarbstoff wird die Fluoreszenz des SYBR® Greens normiert. 
Bei der Auswertung der Signale wird die normierte Fluoreszenzintensität gegen die 
Zyklenzahl aufgetragen und der threshold (Schwellenwert) festgelegt, bei dem sich jede 
gemessene Probe in der exponentiellen Phase befinden muss, damit die Anzahl der 
Amplikone proportional zur eingesetzten Template-Menge ist. Dieser Schwellenwert-Zyklus 
(threshold-cycle, CT-Wert) stellt die Vergleichbarkeit von Proben mit analogen Primerpaaren 
sicher. Der CT-Wert wurde mit der Auswertungssoftware GenAmp 5700 bestimmt. In 
Abbildung 3.8 ist exemplarisch die Bestimmung des CT- und ∆CT-Werts gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.8 Exemplarische Bestimmung des CT- und ∆CT-Werts.    
 Der CT-Wert ist die Zykluszahl, bei der die entsprechende Kurve den festgelegten 
Schwellenwert erreicht. Der ∆CT-Wert beschreibt die Normierung auf eine Referenz. 
 
Da der SYBR® Green Farbstoff nicht an Primer gebunden ist, kann er für die Messung von 
vielen verschiedenen Zielgenen verwendet werden. Durch die Eigenschaft des Farbstoffes, an 
jegliche doppelsträngige DNA, wie zum Beispiel auch Primerdimere oder unspezifische 
Amplikone, binden zu können, werden verschiedene Maßnahmen angewandt, um die 
Spezifität der Reaktion zu erhöhen. Es wird eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet, 
welche erst bei der Denaturierungstemperatur der DNA aktiviert wird (Prinzip der Hotstart-
PCR). Dadurch wird gewährleistet, dass zu Beginn alle DNA-Moleküle einzelsträngig 
vorliegen und so eine erhöhte Sensitivität und verminderte Fehlhybridisierung der Primer 
erreicht wird. Für diese Reaktion ist die eingesetzte DNA-Polymerase (AmpliTaq Gold® DNA 
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Polymerase, Applied Biosystems) mit einer Substanz gekoppelt, die die Enzymaktivität 
solange inhibiert, bis das Reagenz 10 Minuten auf 95°C erhitzt wird.  
Um eine hocheffiziente Amplifikation des Zielgens zu erreichen und unspezifische 
Amplikone zu vermeiden, werden bei der Primerpaargenerierung für die real-time-PCR 
folgende Kriterien beachtet: 
 der amplifizierte Bereich entspricht einer Amplikon-Größe von 80 bis 100 bp 
 die Primerlänge liegt zwischen 18 bis 25 bp 
 der G/C-Gehalt der Primer liegt bei 40 bis 60% 
 alle Primer besitzen einen Schmelzpunkt von 60°C 
 innerhalb der Primer werden nur drei mögliche Harrnadelstrukturen zugelassen 
Die Primersuche erfolgte mit dem Programm Primer Express v 1.0 (Applied Biosystems), 
wobei die Sequenzen für die Gene im Internet zu finden waren. Für die ermittelten 
Primerpaare wurde eine nahezu 100%ige Effizienz angenommen, was jedoch im Rahmen 
dieser Arbeit nicht von Bedeutung war, da nicht verschiedene Gene miteinander verglichen 
wurden, sondern lediglich der Einfluss verschiedener Agenzien auf unterschiedliche Gene. 
Eine weitere Kontrolle zur Spezifität der Reaktion erfolgte durch die Aufzeichnung einer 
Dissoziationskurve, um das ausschließliche Vorliegen eines einzigen 
Amplifikationsproduktes sicherzustellen. In diesem Protokoll wird die genaue 
Denaturierungstemperatur eines DNA-Doppelstranges durch ein Maximum in der Kurve 
ablesbar. Unspezifisch angelagerte Primer führen zu einem Doppelstrang mit geringerer 
Komplementarität und weisen gegenüber den gänzlich komplementären Doppelsträngen 
durch die geringere Anzahl an Wasserstoffbrückenbindungen bedingt eine erniedrigte 
Dissoziationsenthalpie auf. So ist ein Dissoziationprotokoll einer spezifischen Amplifikation 
nur durch ein Maximum gekennzeichnet, während bei gleichzeitiger unspezifischer 
Produktbildung zwei oder mehrere Maxima sichtbar werden. 
Die in der real-time PCR verwendeten rattenspezifischen Primer sind in Tabelle 3.5 
dargestellt. 
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GENE SEQUENZ 
ICAM-1 forward: 5`-TGTCAAACGGGAGATGAATGG-3` 
reverse: 5`-TGCACGTCCCTGGTGATACTC-3 
MMP-9 forward: 5`-AAATGTGGGTGTACACAGGC-3` 
reverse: 5`-TTCACCCGGTTGTGGAAACT-3 
MMP-14 forward: 5`-CTTCCGAGAAGTGCCCTATGC`-3` 
reverse: 5`-AACCCTCAGCAAACAAGATCA-3 
TIMP-1 forward: 5`-ATTCGACGCTGTGGGAAATG-3` 
reverse: 5`-GACATATCCACAGAGGCTCTCCAT-3 
TIMP-2 forward: 5`-CTGGATGGACTGGGTCACAGA-3` 
reverse: 5`-CGCAAGAACCATCACTTCTCTTG-3 
TIMP-3 forward: 5`-GAACGGAAGCGTGCACATG-3` 
reverse: 5`-TTTGGCCCGGATCACGAT-3 
β-Aktin forward: 5`-CGCAAGTACTCTGTGTGGATTGG-3` 
reverse: 5`-TCCTGCTTGCTGATCCACATC-3 
Tab. 3.5 Verwendete Primer in der real-time PCR. 
 
3.6.3.1 Durchführung der quantitativen real-time-PCR 
Die quantitative real-time-PCR wurde mit dem Power SYBR® Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems) durchgeführt. In diesem 2-fach Master Mix befinden sich alle für die 
Reaktion notwendigen Reagenzien mit Ausnahme der Primer und der cDNA. Dazu zählt die 
SYBR® Green-I-Lösung, die Polymerase, dNTPs und ein Puffer. Die cDNA-Konzentration 
der eingesetzten Proben wurde für jedes zu untersuchende Gen optimiert, um CT-Werte 
zwischen 20 und 30 zu erhalten. Dafür erfolgte eine Verdünnung der jeweiligen cDNA vor 
jeder real-time PCR (1:75 TIMP-1; 1:50 MMP-14; 1:125 (TIMP-2, TIMP-3, ICAM); 1:1250 
β-Aktin; unverd. MMP-9). Das Reaktionsvolumen wurde für jeden Ansatz auf 20 µl 
festgelegt, die Reaktionen wurden in optischen 96-Well-Reaktionsplatten (MicroAmp®) 
60  Methoden  
durchgeführt. In jede Vertiefung wurden zunächst 10 µl Mastermix und 6,8 µl DMPC-Wasser 
vorgelegt und jeweils mit 2 µl der entsprechenden cDNA vermischt. Die Stammlösung der 
Primer wurde zunächst 1:20 verdünnt (10 µl forward und 10 µl reverse-Primer mit 180 µl 
DMPC-Wasser), um eine finale Konzentration von 5 µM zu erhalten. Als letzter Schritt 
wurden 1,2 µl des spezifischen Primermixes zupipettiert. Die real-time PCR wurde im 
StepOne Plus (Applied Biosystems) nach folgendem Temperaturprofil durchgeführt:  
 
PROZESS TEMPERATUR DAUER 
Initiale Denaturierung 95°C 10 min 
Denaturierung 95°C 15 sec 
Hybridisierung 60°C 1 min 
Elongation 60°C 1 min 
Finale Elongation 60°C 15 min 
Tab. 3.6 Temperaturprofil der real-time PCR. 
 
Alle Messungen wurden als Dreifachbestimmung durchgeführt, woraus ein Mittelwert 
berechnet wurde. Diese Dreifachbestimmung wurde jeweils an mindestens drei verschiedenen 
Präparationen durchgeführt. Die in jeder Präparation erhaltenen CT-Werte wurden auf das 
stets mitgeführte house-keeping-Gen β-Aktin (∆CT-Wert) und auch auf die mitgeführte 
Negativkontrolle (RNA von Zellen, die keiner Wirkstoffapplikation ausgesetzt waren) 
normiert (∆∆CT-Wert). Durch Vorzeichenumkehr (-∆∆CT) wurde eine anschauliche 
Darstellung der jeweiligen Genregulation erreicht, da ein positiver -∆∆CT-Wert eine im 
Vergleich zur Kontrollbedingung gesteigerte Genexpression angibt. 
Die Ergebnisdarstellung erfolgte mittels der -∆∆CT-Werte (wobei jeweils ein -∆∆CT-Wert = 1 
die doppelte Menge an mRNA im Vergleich zur Negativkontrolle bedeutet) einschließlich der 
Standardabweichung.  
 
 
40x 
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3.7 Statistische Auswertung 
Bei den Erläuterungen zu den in Kapitel 4 dargestellten Ergebnissen sind die durchgeführte 
Anzahl an Mehrfachbestimmungen (N) innerhalb eines Einzelexperimentes und die Anzahl 
der durchgeführten Experimente (n) gezeigt, die bei der statistischen Auswertung 
berücksichtigt wurden. Jedes Experiment (n) wird an einer anderen Zellpassage durchgeführt. 
Angegeben wird weiterhin die Standardabweichung (SD) oder der Standardfehler vom 
Mittelwert (SEM). Die Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den einzelnen 
Datensätzen erfolgte anhand der einfachen Varianzanalyse (ANOVA, Analyses of variance) 
mit Hilfe der Origin 7.5 Software. 
Bei Ergebnissen der real-time PCR wurden die drei Einzelbestimmungen innerhalb eines 
Experimentes auf den zugehörigen Mittelwert der internen Kontrolle β-Aktin normiert. 
Anschließend wurden alle Messungen einer Einzelbestimmung jedes Experimentes über die 
einfache Varianzanalyse auf signifikante Unterschiede zwischen den Bedingungen untersucht. 
Da die Absolutwerte der verschiedenen Messungen teilweise stark variierten, war die 
Bestimmung von Signifikanzen häufig schwierig. So werden nicht signifikante Ergebnisse, 
die jedoch an jeder Einzelmessung deutlich wurden, als leichte Regulation bzw. Tendenz zu 
einer Regulation bewertet.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Normal rat kidney (NRK)-Zellen als epitheloides Modellsystem 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Wundheilungsprozess unter Betrachtung der 
MMP- und TIMP- Expression untersucht werden. Die Niere stellt ein, in Bezug auf Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) und tissue inhibitors of matrix-metalloproteinases (TIMPs), relativ 
unerforschtes Gebiet dar, welches aber durch die Beteiligung der Proteasen und ihrer 
Inhibitoren an vielen Erkrankungen der Niere von Bedeutung ist (vgl. Kap. 1.5). Somit 
erschien die Untersuchung einer Nierenzelllinie sowohl für grundlegende Studien der MMP 
und TIMP Expression als auch für die nähere Betrachtung der Wundheilung als sinnvoll. Als 
Modellsystem zur Untersuchung des Wundheilungsprozesses wurden normal rat kidney 
(NRK-52E)-Zellen gewählt, welche sich durch einen schnellen in vitro Wundheilungsprozess 
auszeichnen.  
4.2 Charakterisierung der NRK-Zellen 
Um die Bedeutung verschiedener MMPs und TIMPs für die Niere herauszustellen und eine 
Interpretation der Ergebnisse während des Wundheilungsprozesses durchführen zu können, 
wurde zunächst eine Charakterisierung der NRK-52E-Zellen hinsichtlich ihrer MMP und 
TIMP Expression sowie deren Regulation vorgenommen. Da bei Erkrankungen der Niere, 
sowie auch bei Wundheilungsprozessen, entzündliche Reaktionen eine bedeutende Rolle 
einnehmen (vgl. Kap. 1.6 und 1.7), wurde bei der Charakterisierung neben der basalen 
Expression auch die Regulation unter entzündlichen und entzündungshemmenden 
Bedingungen untersucht. 
Zur Analyse der MMP- und TIMP-Regulation wurden zwei antagonistische Agenzien 
verwendet. Um eine Entzündungsreaktion zu stimulieren, wurde das pro-inflammatorische 
Zytokin Interleukin-1ß (IL-1ß) verwendet, welches bereits in früheren Studien mit NRK-
Zellen zum Einsatz kam (Naito et al., 2005). Als Gegenspieler dazu wurde das anti-
inflammatorisch wirkenden Glucocorticoids Hydrocortisons (HC) eingesetzt, welches bei 
vielen entzündlichen Erkrankungen als Therapieansatz gewählt wird. Aus der Vielzahl 
bekannter MMPs wurden diejenigen ausgewählt, die nachgewiesenermaßen an 
Entzündungsprozessen oder dem Wundheilungsprozess beteiligt sind. Bei den TIMPs wurden 
TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 untersucht. Da im Rahmen dieser Arbeit bei mRNA-
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Untersuchungen kein TIMP-4 in NRK-Zellen detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt) 
und in früheren Studien ebenfalls keine TIMP-4-Expression in der Niere gezeigt werden 
konnte (Eddy et al., 2000), wurde auf die weitere Analyse dieses MMP-Inhibitors verzichtet. 
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollte für die Interpretation aller weiteren Experimente 
gezeigt werden, dass IL-1ß in der Lage ist, bei NRK-Zellen eine Entzündungsreaktion zu 
induzieren. Dazu wurde der Einfluss von IL-1ß auf die Expression des Zelladhäsionsmoleküls 
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), welches häufig als Entzündungsmarker 
verwendet wird, auf mRNA Ebene untersucht.  
4.2.1 Einfluss von IL-1ß auf die ICAM-1-Expression von NRK-Zellen 
Zur Untersuchung der ICAM-1-Expression wurden NRK-Zellen auf Zellkulturflaschen 
kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen auf serumfreies Medium (SFM) 
umgestellt und zur genaueren Betrachtung mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen IL-1ß 
(5 bzw. 10 ng/ml) stimuliert. Nach weiteren sechs bzw. 24 Stunden Inkubation erfolgte eine 
RNA-Isolierung und die Expressionsuntersuchung von ICAM-1 mittels quantitativer real-
time PCR. Die -∆∆CT-Werte wurden durch Normierung auf das house-keeping Gen ß-Aktin 
und auf eine nicht stimulierte Kontrolle erhalten.  
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Abb. 4.1 Quantitative RT-PCR Analyse zur Regulation der ICAM-1 Expression in NRK-
Zellen unter Einfluss von IL-1ß (n=3, IL-1ß (10 ng/ml, 6h) n=2; Mittelwerte ± SD).
 Die -∆∆CT-Werte wurden auf ß-Aktin und serumfreie Kulturbedingungen normiert.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
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Wie in Abbildung 4.1 zu erkennen ist, bewirkt die Stimulation der Zellen mit IL-1ß nach 
sechs Stunden eine signifikante Hochregulation von ICAM-1 auf mRNA-Ebene (-∆∆CT 
(5 ng/ml): 2,7 ± 0,3; -∆∆CT (10 ng/ml): 2,7 ± 0,5). Nach 24 Stunden ist dieser Effekt jedoch 
vollständig egalisiert, so dass keine Regulation der ICAM-1 Expression durch IL-1ß mehr 
beobachtet werden kann (-∆∆CT (5 ng/ml): 0,1 ± 0,3; -∆∆CT (10 ng/ml): 0,2 ± 0,6). 
Offensichtlich wird ICAM-1 nur kurzzeitig von IL-1ß reguliert. Eine 
Konzentrationsabhängigkeit besteht dabei nicht. Somit kann anhand der gezeigten Ergebnisse 
eine inflammatorische Wirkung von IL-1ß auf NRK-Zellen bewiesen werden. 
4.2.2 Einfluss von IL-1ß auf die MMP-Expression von NRK-Zellen 
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, werden akute oder chronische Erkrankungen der 
Niere häufig von Veränderungen in der MMP-Expression begleitet (vgl. Kap. 1.5). Weiterhin 
ist das Zusammenspiel von Entzündungen und Wundheilungsprozessen von elementarer 
Bedeutung (vgl. Kap. 1.7.1), wobei bei beiden Prozessen eine MMP-Beteiligung gezeigt 
werden konnte. Aus der Vielzahl an MMPs wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit drei 
Proteasen ausgewählt. Über MMP-3 und MMP-9 ist eine Beteiligung an entzündlichen 
Prozessen beschrieben (vgl. Kap. 1.6.3). Weiterhin wird MMP-3, MMP-9 und besonders 
MMP-14 eine Beteiligung an Wundheilungsprozessen zugesprochen (vgl. Kap. 1.7.2). Zur 
Untersuchung des Einflusses von IL-1ß wurden NRK-Zellen auf Zellkulturflaschen kultiviert 
und nach Erreichen der Konfluenz auf SFM umgestellt. Die Umstellung auf SFM ist zur 
Untersuchung der Matrixmetalloproteasen essentiell, da Serum bereits eine undefinierte 
Menge MMPs enthält, die die Ergebnisse hinsichtlich der MMP-Expression von NRK-Zellen 
verfälschen würden. Nach der Stimulation mit IL-1ß erfolgte, je nach Experiment, eine RNA-
Isolierung und/oder die 20-fache Aufkonzentrierung der Zellkulturüberstände für die 
anschließende Detektion der MMP-Proteine.  
4.2.2.1 Einfluss von IL-1ß auf die mRNA-Expression 
Um den Einfluss von IL-1ß auf die MMP-Expression der NRK-Zellen genauer zu betrachten, 
wurden Primer für MMP-9 und MMP-14 generiert und das mRNA-Niveau der Gene mittels 
quantitativer real-time-PCR untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein 
funktionsfähiger Primer für MMP-3 generiert werden, so dass diese Protease nur auf 
Proteinebene analysiert werden konnte. Analog zu ICAM-1 wurde IL-1ß in zwei verschiedene 
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Konzentrationen eingesetzt und die MMP-Expression auf mRNA-Ebene zu zwei Zeitpunkten 
betrachtet.  
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Abb. 4.2 Quantitative RT-PCR Analyse zur Regulation der MMP-9 und MMP-14 
Expression in NRK-Zellen unter Einfluss von IL-1ß (n=3, IL-1ß (10 ng/ml, 6h) n=2; 
Mittelwerte ± SD).        
 Die -∆∆CT-Werte wurden auf ß-Aktin und serumfreie Kulturbedingungen normiert.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
MMP-9 wird durch den Einfluss von IL-1ß signifikant hochreguliert. Nach sechs Stunden 
werden -∆∆CT-Werte von 4,8 ± 0,8 für 5 ng/ml und 4,8 ± 0,1 für 10 ng/ml IL-1ß erreicht. Im 
Gegensatz zu ICAM-1, kann für MMP-9 auch nach 24 Stunden eine signifikante 
Hochregulation beobachtet werden (-∆∆CT (5 ng/ml): 4,4 ± 0,9; -∆∆CT (10 ng/ml): 4,8 ± 1,1). 
Eine Konzentrationsabhängigkeit kann jedoch analog zu ICAM-1 nicht nachgewiesen 
werden, weshalb bei allen weiteren Untersuchungen 5 ng/ml IL-1ß als Standardkonzentration 
verwendet wird. 
Einen ganz anderen Einfluss zeigt IL-1ß auf die MMP-14-Expression (vgl. Abb. 4.2). Die  
-∆∆CT-Werte betragen nach sechs Stunden -0,4 ± 0,3 (5 ng/ml) und -0,3 ± 0,4 (10 ng/ml) und 
nach 24 Stunden -0,04 ± 0,22 (5 ng/ml) und 0,3 ± 0,4 (10 ng/ml). Hier wird zu keinem 
Zeitpunkt und bei keiner der verwendeten IL-1ß-Konzentration eine eindeutige Regulation 
detektiert. 
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4.2.2.2 Einfluss von IL-1ß auf die Protein-Expression 
Die MMP-9, MMP-14 und MMP-3 Expression und Regulation wurde ebenfalls auf 
Proteinebene untersucht. Dabei wurden für alle Experimente 20-fach aufkonzentrierte 
Kulturüberstände verwendet. Da die detektierbaren Auswirkungen einer Proteinregulation in 
den Zellkulturüberständen erst zu einem späteren Zeitpunkt erwartet wurden, sind für die 
Proteindetektion Überstände von Zellen, die 24 Stunden mit 5 ng/ml IL-1ß stimuliert wurden, 
im Vergleich zu Überständen von unstimulierten Kontrollen, verwendet worden.  
 
Der Einfluss von IL-1ß auf die MMP-9 Sekretion sollte mit Hilfe des Verfahrens der 
gelatinolytischen Zymographie detektiert werden. Das Experiment wurde an drei 
verschiedenen Passagen durchgeführt.  
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Abb. 4.3 Gelatinolytische Zymographie zur Analyse der MMP-9 Sekretion von NRK-Zellen 
unter Einfluss von IL-1ß (gezeigt ist exemplarisch eine Zymographie).
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie eine nicht stimulierte Kontrolle. 
 
Die in Abbildung 4.3 dargestellte Zymographie zeigt, dass bei der unstimulierten Kontrolle 
nur eine schwache Bande bei ca. 90 kDa detektiert werden kann. Durch einen Vergleich mit 
dem Größenmarker lässt sich die Bande als das latente MMP-9 identifizieren. Somit kann 
gezeigt werden, dass MMP-9 auch unter basalen und damit nicht stimulierten Bedingungen in 
geringem Maße in latenter Form von NRK-Zellen sekretiert wird. Bei der mit IL-1ß 
stimulierten Probe ist die Bande des latenten MMP-9 wesentlich stärker ausgeprägt, was eine 
verstärkte Sekretion des latenten MMP-9 anzeigt. Zusätzlich lässt sich auf dem Gel eine sehr 
schwache Bande bei 83 kDa erkennen, was der aktiven MMP-9-Spezies entspricht. Die aktive 
Form der Protease wird jedoch von NRK-Zellen nur gering exprimiert. 
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Die Analyse der MMP-14 Sekretion von NRK-Zellen erfolgte mittels Western Blot. Der 
eingesetzte MMP-14 Antikörper wurde zunächst mit Hilfe einer Zweit-Antikörper-Kontrolle 
auf unspezifisches Bindungsverhalten analysiert. Dabei konnten keine unspezifischen 
Reaktionen detektiert werden, so dass der Antikörper für den spezifischen MMP-14 Nachweis 
verwendet werden konnte. Um die gleichmäßige Protein-Beladung zu überprüfen, erfolgte ein 
Protogold-Abgleich der Membran. Der Western Blot wurde an drei verschiedenen Passagen 
durchgeführt. 
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Abb. 4.4  Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der MMP-14 Sekretion von 
NRK-Zellen unter Einfluss von IL-1ß (gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot).
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie eine nicht stimulierte Kontrolle. 
 
Im Western Blot konnte im Überstand der nicht stimulierten Zellen eine deutliche Bande bei 
ca. 55 kDa  detektiert werden. Dies entspricht dem Molekulargewicht des aktiven MMP-14.  
NRK-Zellen sekretieren die Protease somit unter basalen Bedingungen. Unter dem Einfluss 
von 5 ng/ml IL-1ß lässt sich keine Veränderung der Bande bei 55 kDa und damit der  
MMP-14 Sekretion detektieren.  
 
Der Nachweis der enzymatischen Aktivität von MMP-3 wurde mittels eines Aktivitätsassays 
durchgeführt. Dabei wird ein fluorogenes MMP-Substrat durch die Protease gespalten, was 
durch eine Zunahme der Fluoreszenzintensität sichtbar wird (RFU/min). Dieses Verfahren 
stellte sich, im Gegensatz zur üblich verwendeten Casein-Zymographie, als wesentlich 
sensitiver für den MMP-3 Nachweis heraus. 
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Abb. 4.5  Fluoreszenzassay zur Analyse der MMP-3 Aktivität von NRK-Zellen unter 
Einfluss von IL-1ß (n=5, N=12 Mittelwert ± SEM).    
 Vermessen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie eine nicht stimulierte Kontrolle.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Im Aktivitätsassay wird bereits für die unstimulierten Kontrollzellen eine basale MMP-3 
Aktivität deutlich (relative MMP-Aktivität: 2,2 ± 0,2 RFU/min). Die Stimulation mit IL-1ß 
führt zu einer erhöhten MMP-3 Aktivität in den Medienüberständen (relative MMP-Aktivität: 
2,9 ± 0,2). Somit konnte für MMP-3 eine basale MMP-Aktivität bei NRK-Zellen gezeigt 
werden, die durch IL-1ß deutlich gesteigert wird. 
4.2.3 Einfluss von Hydrocortison auf die MMP-Expression von NRK-Zellen 
Um die Auswirkungen eines entzündungshemmenden Einflusses auf Nierenzellen zu 
untersuchen, wurden in Anlehnung an Kapitel 4.2.2 äquivalente Experimente mit dem anti-
inflammatorisch wirkenden HC durchgeführt. Die in Zellkulturflaschen kultivierten NRK-
Zellen wurden auf SFM umgestellt und mit HC für sechs bzw. 24 Stunden stimuliert. Da HC 
in Ethanol gelöst vorliegt, wurde den Kontrollzellen in allen Experimenten eine äquivalente 
Menge Ethanol appliziert, um eine Reaktion der Zellen auf das Lösungsmittel auszuschließen. 
Anschließend erfolgte die RNA-Isolierung für die real-time PCR und/oder die 
Aufkonzentrierung der Zellkulturüberstände für die Protein-Detektion.  
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4.2.3.1 Einfluss von Hydrocortison auf die mRNA-Expression 
Analog zu den Experimenten zum Einfluss von IL-1ß wurde der Einfluss von HC auf die 
MMP-9- und MMP-14- Expression zunächst auf mRNA-Ebene untersucht. Zur genaueren 
Betrachtung eines eventuellen Einflusses wurde HC in zwei verschiedenen Konzentrationen 
(55 bzw. 550 nM) eingesetzt und die MMP-Expression zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten 
(6 bzw. 24 Stunden) untersucht. Die gewählten Konzentrationen richteten sich nach der im 
Arbeitskreis üblicherweise verwendeten Konzentration von 550 nM. Um eine Überdosierung 
bei NRK-Zellen auszuschließen, wurde HC zusätzlich in einer Konzentration von 55 nM 
eingesetzt.  
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Abb. 4.6  Quantitative RT-PCR zur Analyse zur Regulation der MMP-9 und MMP-14 
Expression in NRK-Zellen unter Einfluss von Hydrocortison (n=4; Mittelwerte ± 
SD).          
 Die -∆∆CT-Werte wurden auf ß-Aktin und serumfreie Kulturbedingungen normiert.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Wie in Abbildung 4.6 zu erkennen ist, wird als Folge einer sechsstündigen HC-Stimulation 
bei MMP-9 eine signifikante Herrunteregulation sichtbar (-∆∆CT (55 nM):  -0,7 ± 0,4;  
-∆∆CT (550 nM): -0,8 ± 0,6). Die -∆∆CT-Werte weisen von Passage zu Passage eine große 
Schwankungsbreite auf, was anhand der großen Fehlerbalken deutlich wird. Nach 24 Stunden 
kann ebenfalls eine signifikante Herunterregulation detektiert werden (-∆∆CT (55 nM):  
-1,3 ± 0,3; -∆∆CT (550 nM): -1,2 ± 0,5). Eine Konzentrationsabhängigkeit lässt sich nicht 
feststellen. So wurde für alle weiteren Experimente eine Standardkonzentration von 550 nM 
verwendet. 
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HC zeigt, analog zu den Experimenten mit IL-1ß, keinen signifikanten Einfluss auf die 
Expressionsregulation von MMP-14 nach sechs Stunden (-∆∆CT (55 nM): -0,2 ± 0,5; -∆∆CT 
(550 nM): -0,4 ± 0,1). Auch nach 24 Stunden lässt sich bei 55 nM keine Regulation zeigen  
(-∆∆CT (55 nM): 0,0 ± 0,1). Bei der Inkubation mit 550 nM HC ist jedoch eine leichte 
Herunterregulation von MMP-14 zu beobachten (-∆∆CT (550 nM): -0,4 ± 0,2 nach 
24 Stunden).  
4.2.3.2 Einfluss von Hydrocortison auf die Protein-Expression 
Um den Einfluss von HC auf die MMP-Expression auch auf Proteinebene zu untersuchen, 
wurden 20-fach aufkonzentrierte Zellkulturüberstände von Zellen verwendet, die 24 Stunden 
mit 550 nM HC inkubiert wurden, sowie Überstände von unstimulierten Kontrollen. Die 
Protein-Detektion erfolgte mittels Zymographie, Western Blot und Aktivitätsassay.  
 
Zunächst wurde der Einfluss von HC auf die MMP-9 Sekretion bei NRK-Zellen untersucht. 
Dabei wurden die Überstände der Kontrolle und der mit HC inkubierten Probe mittels einer 
Gelatine-Zymographie analysiert. Das Experiment wurde an drei verschiedenen Passagen 
durchgeführt.  
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Abb. 4.7 Gelatinolytische Zymographie zur Analyse der MMP-9 Sekretion von NRK-Zellen 
unter Einfluss von Hydrocortison (gezeigt ist exemplarisch eine Zymographie).
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit 
550 nM HC für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie eine nicht stimulierte Kontrolle. 
 
In der Abbildung 4.7 zeigt sich bei den Kontrollzellen eine Bande bei ca. 90 kDa, welche als 
latentes MMP-9 identifiziert werden kann. Im Vergleich zu Abbildung 4.3 ist diese hier 
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deutlicher ausgeprägt, was als Folge von unterschiedlichen Passagen erklärt werden kann. Bei 
den mit HC inkubierten Zellen ist keine Bande im Bereich von 90 kDa zu erkennen. Aktives 
MMP-9 kann nicht detektiert werden. Offensichtlich führt eine Inkubation der NRK-Zellen 
mit HC zu einer verringerten MMP-9 Sekretion.  
Zusätzlich sollte am Beispiel von MMP-9 untersucht werden, ob HC in der Lage ist, eine 
durch IL-1ß stimulierte Reaktion zu inhibieren, und somit als ein geeigneter 
inflammatorischer Antagonist verwendet werden kann. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss 
von HC auf die durch IL-1ß gesteigerte MMP-9 Sekretion analysiert. Dabei wurde den Zellen 
neben IL-1ß zusätzlich 550 nM HC appliziert. Das Experiment wurde an drei verschiedenen 
Passagen durchgeführt.  
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Abb. 4.8 Gelatinolytische Zymographie zur Analyse der MMP-9 Sekretion von NRK-Zellen 
unter Einfluss von IL-1ß und Hydrocortison (gezeigt ist exemplarisch eine 
Zymographie).        
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß, mit 5 ng/ml IL-1ß und 550 nM HC für 24 Stunden stimuliert wurden, 
sowie eine nicht stimulierte Kontrolle. 
 
Anhand der Abbildung 4.8 ist eine signifikante Hochregulation des latenten MMP-9 durch  
IL-1ß zu erkennen, was durch eine verstärkte Bande bei ca. 90 kDa sichtbar wird. Bei 
gleichzeitiger Applikation von HC wird dieser Effekt vollständig inhibiert. Die Bande des 
latenten MMP-9 ist vergleichbar mit der Bande der Kontrollzellen. Somit konnte gezeigt 
werden, dass HC in der Lage ist, die durch IL-1ß ausgelöste Stimulation zu egalisieren. Im 
Gegensatz zu den anderen zymographischen Ergebnissen ist hier ein deutlicher Nachweis des 
aktiven MMP-9 gelungen, was durch eine Bande bei 83 kDa sichtbar ist. Dies kann dadurch 
erklärt werden, dass am Ende der vorliegenden Arbeit NRK-Zellen geringerer Passagezahl 
verwendet wurden, welche eine deutliche Sekretion des aktiven MMP-9 zeigten.  
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Die MMP-14 Sekretion der Nierenzellen unter HC Einfluss wurde mittels des Western Blot 
Verfahrens untersucht. Um die gleichmäßige Protein-Beladung zu überprüfen, wurde ein 
Protogold-Abgleich der Membran durchgeführt. Es wurden Experimente mit drei 
verschiedenen Passagen durchgeführt.  
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Abb. 4.9 Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der MMP-14 Sekretion von 
NRK-Zellen unter Einfluss von Hydrocortison (gezeigt ist exemplarisch ein 
Western Blot).        
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
550 nM für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie eine nicht stimulierte Kontrolle. 
 
Analog zu den IL-1ß Experimenten konnte auch bei Inkubation der Zellen mit 550 nM HC 
keine signifikante Regulation der MMP-14 Sekretion gezeigt werden. Bei beiden 
Bedingungen ist eine vergleichbare Bande bei ca. 55 kDa zu erkennen, welche erneut die 
basale Sekretion von MMP-14 zeigen. 
 
Der Nachweis der MMP-3 Aktivität in den Überständen von Zellen, die mit HC inkubiert 
wurden und der nicht stimulierten Kontrollen, erfolgte mittels eines fluorogenen 
Aktivitätsassays.  
Unter Kontrollbedingungen kann eine basale MMP-3 Aktivität in den Zellkulturüberständen 
detektiert werden (relative MMP-Aktivität: 2,0 ± 0,2 RFU/min). Nach Inkubation der Zellen 
mit HC ist die MMP-3 Aktivität bei NRK-Zellen signifikant verringert (relative MMP-
Aktivität: 1,2 ± 0,1 RFU/min). Der Einfluss von HC führt somit zu einer verringerten MMP-3 
Aktivität. 
Ergebnisse und Diskussion  73 
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
 
 
re
l. 
M
M
P-
A
kt
iv
itä
t
(R
FU
/m
in
)
Kontrolle HC (550nM)
*
 
Abb 4.10 Fluoreszenzassay zur Analyse der MMP-3 Aktivität von NRK-Zellen unter 
Einfluss von Hydrocortison (n=3, N=6 Mittelwert ± SEM).   
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit 
550 nM HC für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie eine nicht stimulierte Kontrolle.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
4.2.4 Zusammenfassung und Diskussion zur Regulation von MMPs bei NRK-
Zellen 
Im Fokus der vorliegenden Arbeit standen die Untersuchung der Wundheilung an NRK-52E-
Zellen und die Rolle von MMPs und TIMPs bei diesem Prozess. Da über die Expression von 
MMPs in NRK-Zellen wenig bekannt ist, wurden die Zellen zunächst hinsichtlich 
ausgewählter Proteasen charakterisiert, um später eine Aussage über eine mögliche Funktion 
während des Wundheilungsprozesses treffen zu können. Um die Anwesenheit und Regulation 
von MMPs bei NRK-Zellen zu analysieren, wurden MMP-9, MMP-14 und MMP-3 sowohl 
auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene genauer untersucht. Allen drei MMPs werden 
wichtige Funktionen während der Wundheilung und/oder bei Entzündungsreaktionen 
zugeschrieben. Da bei Wundheilungsprozessen Entzündungen eine wesentliche Rolle spielen 
(vgl. Kap. 1.7.1), wurde die Regulation der MMPs bei NRK-Zellen mit Hilfe von IL-1ß und 
dem häufig in der Therapie eingesetzten, anti-inflammatorisch wirkenden Hydrocortison (HC) 
betrachtet.  
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Zunächst wurde der Einfluss von IL-1ß auf das als Entzündungsmarker verwendete 
Zelladhäsionsmolekül ICAM-1 untersucht. Mit Hilfe dieser Untersuchung sollte gezeigt 
werden, dass IL-1ß in der Lage ist, bei NRK-Zellen eine Entzündungsreaktion auszulösen, 
was für alle weiteren Experimente, zur Analyse der MMP und TIMP-Expression unter 
inflammatorischen Bedingungen, von elementarer Bedeutung war. Nach sechs Stunden wurde 
dabei eine signifikante Hochregulation von ICAM-1 deutlich, welche jedoch bereits nach 24 
Stunden wieder abgeklungen war. Somit konnte bei NRK-Zellen eine kurzzeitige 
Entzündungsreaktion durch den Einfluss von IL-1ß nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4.1). 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt (Kap. 1.6.1), wird in der Niere eine Induktion von 
ICAM-1 unter inflammatorischen Bedingungen bewirkt, um eine Rekrutierung von 
Leukozyten zu ermöglichen. Singbartl und Ley (2004) stellen beispielsweise die erwiesene 
Bedeutung von ICAM-1 in Modellsystemen von akuten renalen Erkrankungen dar; dabei wird 
meist das Modell der Ischämie-Reperfusion (IR) verwendet. Ikeda et al. konnten an 
mesanglialen Rattenzellen nach IL-1ß Stimulation eine gesteigerte ICAM-1 Expression nach 
24 Stunden detektieren. An Zellen der porcinen Blut-Liquor-Schranke wurde, analog zu 
dieser Arbeit, mit Hilfe der quantitativen real-time PCR eine Abnahme der durch IL-1ß 
zunächst induzierten ICAM-1 Expression nach 24 Stunden sichtbar (Zeni et al., 2007). 
Prozialeck und Edwards (2007) beschreiben in ihrer Veröffentlichung die Bedeutung von 
Zelladhäsionmolekülen, unter anderen auch ICAM-1, während renaler Erkrankungen. Dabei 
sprechen sie ebenfalls von einer sehr frühen Induktion von ICAM-1 während pathologischer 
Veränderungen. Diese nur kurzzeitige Reaktion gibt jedoch keinen Aufschluss über ein 
Abklingen der Entzündungsreaktion, da im Verlauf weitere Zelladhäsionsmoleküle aktiviert 
werden, die die Entzündungsreaktion vorantreiben können.  
 
Zur besseren Übersicht sind die Ergebnisse zur Charakterisierung der NRK-Zellen 
hinsichtlich ihrer MMP-Expression und Regulation in Tabelle 4.1 zusammengefasst.  
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Tab. 4.1 Überblick über die Regulation ausgewählter MMPs auf RNA- und Proteinebene 
bei NRK-Zellen unter dem Einfluss von IL-1β und Hydrocortison. 
 Schwarze Pfeile bedeuten eine signifikante Hoch- bzw. Herunterregulation, weiße 
Pfeile bedeuten keine Regulation. 
 
MMP-9 ist, neben MMP-2, eine der am meisten untersuchten Matrix-Metalloproteasen. Das 
Enzym spielt sowohl bei entzündlichen Reaktionen als auch bei Wundheilungsprozessen im 
Organismus eine wesentliche Rolle. Die Beteiligung von MMP-9 an verschiedenen 
Nierenerkrankungen wurde bereits in der Literatur diskutiert und konnte vielfach bestätigt 
werden.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass MMP-9 unter basalen 
Bedingungen von NRK-Zellen exprimiert wird. Unter Einfluss von 5 bzw. 10 ng/ml IL-1ß 
zeigte sich auf mRNA-Ebene eine langfristige (24 h) und signifikante Hochregulation 
(vgl. Abb. 4.2). Auf Proteinebene konnte dieses Ergebnis, mittels Zymographie, anhand des 
latenten MMP-9 nach 24 Stunden bestätigt werden. Aktives MMP-9 wurde durch NRK-
Zellen nur schwach sekretiert (vgl. Abb. 4.3). Eine konzentrationsabhängige Regulation durch 
5 bzw. 10 ng/ml IL-1ß konnte nicht gezeigt werden, so wurde 5 ng/ml als 
Standardkonzentration weiterverwendet. 
Eine Hochregulation der MMP-9 mRNA unter Einfluss von IL-1ß konnten bereits Deschner 
et al. (2006) und Naito et al. (2005) bei Ratten zeigen. Deschner untersuchte dabei die 
Regulation in Fibrochondrozyten von Ratten. Durch Stimulation mit 1 ng/ml IL-1ß war dabei 
ebenfalls eine Hochregulation über 24 Stunden zu erkennen. Auch auf Proteinebene konnten 
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die Autoren mittels Western Blot Analysen nach 24 Stunden eine gesteigerte MMP-9 
Proteinexpression zeigen. Naito (2005) analysierte die MMP-9 Expression an den, auch im 
Rahmen dieser Arbeit verwendeten, NRK-52E-Zellen. Nach Stimulation mit 10 ng/ml IL-1ß 
wurde im Verlauf von ein bis zwölf Stunden eine gesteigerte MMP-9 mRNA-Expression 
detektiert. Auf Proteinebene konnte dieses Ergebnis ebenfalls anhand des latenten MMP-9 
mittels gelatinolytischer Zymographie gezeigt werden. Das aktive Protein wurde, analog zu 
den Ergebnissen dieser Arbeit, nur gering sekretiert. Ein Grund für die hier sichtbare 
Regulation auf der Ebene des pro-Enzyms könnte in der Aufrechterhaltung der MMP-Balance 
liegen. Das latente MMP-9 muss zunächst gespalten werden (vgl. Kap 1.3.2), um das Enzym 
in seine aktive Form zu überführen. Somit wird das Gewebe, auch bei einer Stimulation mit 
IL-1ß, durch die zusätzliche Regulation bei der Aktivierung des pro-Enzyms vor 
unkontrolliertem Um- oder Abbau der ECM geschützt. Eine konzentrationsabhängige 
Regulation konnte auch in der Literatur nicht gezeigt werden; sowohl 1 ng/ml, als auch 
10 ng/ml IL-1ß bewirkten eine Hochregulation der mRNA und des latenten Proteins 
(Deschner et al. (2006), Naito et al. (2005)).  
Im Vergleich dazu wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des anti-inflammatorisch 
wirkenden Hydrocortisons auf die MMP-9 Expression bei NRK-Zellen untersucht. Dabei 
zeigte sich auf mRNA-Ebene bei Inkubation mit 55 bzw. 550 nM HC nach sechs und 
24 Stunden eine signifikante Herunterregulation von MMP-9 (vgl. Abb. 4.6). Auf 
Proteinebene konnte eine deutlich verminderte Sekretion des latenten MMP-9 nach 
24 Stunden gezeigt werden (vgl. Abb. 4.7). Eine konzentrationsabhängige Regulation durch 
50 bzw. 550 nM HC konnte nicht detektiert werden, so wurde 550 nM HC in den 
weiterführenden Experimenten als Standard-konzentration verwendet.  
Lohmann (2003) konnte an Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke einen supprimierenden 
Einfluss von HC auf die MMP-9 Sekretion im Verlauf mehrerer Tage detektieren. Aljada et 
al. (2001) zeigten, dass nach einer HC Applikation in vivo eine verringerte MMP-9 
Expression in humanem Plasma vorliegt. Dieser Effekt konnte jedoch nur nach ein bis zwei 
Stunden auf Proteinebene detektiert werden, wobei sich nach vier Stunden die MMP-9 
Expression normalisiert hatte.  
Weiterhin sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob HC einen 
geeigneten Antagonisten für IL-1ß darstellt. So wurde anhand der MMP-9 Expression 
kontrolliert, ob HC in der Lage ist, eine durch IL-1ß hervorgerufene Reaktion zu inhibieren, 
was für therapeutische Ansätze von elementarer Bedeutung ist (vgl. Abb. 4.8). Dabei konnte 
im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die durch den Einfluss von IL-1ß gesteigerte 
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Expression des latenten MMP-9 durch gleichzeitige Applikation von HC inhibiert wurde. HC 
stellt damit einen geeigneten Antagonisten von IL-1ß bei entzündlichen Erkrankungen der 
Niere dar. 
Eberhardt et al. (2002) konnten einen direkten Einfluss des Glucocorticoids Dexamethason 
auf MMP-9 zeigen. Vergleichbar mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen 
Ergebnissen bezüglich des HC-Einflusses konnte in dieser Studie eine gesteigerte MMP-9 
Expression unter Einfluss von IL-1ß durch die Verwendung von Dexamethason inhibiert 
werden. Dies wurde sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene an mesangialen 
Rattenzellen nach 24 Stunden beobachtet. Die Autoren beschreiben eine Wirkung von IL-1ß 
auf Ebene der Transkription über die Transkriptionsfaktoren NF-ĸB- und AP-1. Unter 
Einfluss von Dexamethason konnten die Autoren eine Inhibition der MMP-9 Genexpression 
durch den Einfluss auf diese Transkriptionsfaktoren zeigen. 
Eine weiterer Grund für die Inhibierung des IL-1ß Effektes durch HC könnte sein, dass 
Glucocorticoide eine verstärkte Expression des IL-1 receptor antagonist (IL-1-Ra) bewirken, 
der durch seine hohe Affinität zu den Rezeptoren eine Signalweiterleitung durch die Bindung 
IL-1ß inhibiert (vgl. Kap. 1.6.2.1).  
 
MMP-14 (MT1-MMP) gehört, wie in der Einleitung bereits erläutert, zu den 
membranständigen MMPs und ist an vielen Erkrankungen der Niere beteiligt. Zusätzlich 
scheint es das vorherrschende MT-MMP in der Niere zu sein (Munkert et al., 2008). Über die 
Gruppe der membranständigen MMPs und ihre Funktionen ist noch nicht viel bekannt. Eine 
große Bedeutung wird MMP-14 jedoch heute bei Wundheilungsprozessen zugeschrieben. 
Zusätzlich gewinnt seine Rolle als Aktivator und damit Regulator von anderen MMPs laufend 
an Bedeutung, da neue Substrate entdeckt werden, die durch MMP-14 gespalten und aktiviert 
werden können (z.B. latente MMP-2 und MMP-13). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass MMP-14 von NRK-Zellen 
unter basalen Bedingungen sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene exprimiert 
wird. Nach Stimulation mit 5 bzw. 10 ng/ml IL-1ß konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt 
(6 bzw. 24 Stunden) auf mRNA-Ebene eine Regulation detektiert werden (vgl. Abb. 4.2). 
Ebenso konnte auf Proteinebene nach 24 Stunden keine Regulation gezeigt werden 
(vgl. Abb. 4.4). Auch durch 50 bzw. 550 nM Hydrocortison wurde die Regulation von 
MMP-14 nach sechs Stunden nicht signifikant beeinflusst. Während unter Einfluss von 55 nM 
nach 24 Stunden ebenfalls keine Regulation beobachtet werden konnte, wurde unter 550 nM 
HC jedoch eine leichte Herunterregulation detektiert. 
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Obwohl MMP-14 membranständig ist, scheint ein Anteil der Protease trotzdem in die 
Umgebung sezerniert zu werden, was durch den Nachweis des freien MMP-14 in 
Zellkulturüberständen, im Rahmen dieser Arbeit, deutlich wird. Holopainen et al. (2003) 
konnten beispielsweise in humaner Tränenflüssigkeit das MMP-14 Protein mittels Western 
Blot detektieren. Im Gegensatz zum löslichen, aktiven MMP-14 mit einem Molekulargewicht 
von 55 kDa, konnte bei Holopainen nur eine Bande bei 85 kDa detektiert werden, was der 
Autor mit einer möglichen Komplexbildung zwischen MMP-14 und TIMP-2 erklärte. Analog 
zu diesen Ergebnissen beschreiben Osenkowski et al. (2004) in ihrer Veröffentlichung das 
Vorkommen von löslichen MMP-14-Formen, die durch autokatalytische oder andere 
proteolytische Spaltungen gebildet werden sollen. Lösliche Formen konnten bereits in 
Zellkulturüberständen von Brustkrebszellen, Lungenfibroblasten oder Endothelzellen 
nachgewiesen werden.  
Deschner et al. (2006) konnten, analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, an 
Fibrochondrozyten von Ratten neben der basalen MMP-14 Expression keine Regulation der 
MMP-14 mRNA nach vier bzw. 24 Stunden Inkubation mit 1 ng/ml IL-1ß detektieren. 
Eine Erklärung für die nicht vorhandene Regulation von MMP-14 unter dem Einfluss von  
IL-1ß könnte bei der Betrachtung der MMP-14 Funktionen gefunden werden. Neben seiner 
zahlreichen degradativen Funktionen bei Proteinen der ECM (z. B. Fibronektin oder Laminin) 
kommt MMP-14 eine bedeutende Rolle bei der Aktivierung von pro-MMP-2 zu. Dabei 
kommt es zur Bindung eines TIMP-2 Moleküls an das aktive MMP-14. TIMP-2 wirkt 
anschließend als Rezeptor für pro-MMP-2. Ein zweites MMP-14 Molekül ist nun in der Lage, 
pro-MMP-2 zu spalten und die aktive Form zu entlassen (Werb, 1997). MMP-2 ist in den 
meisten Zelltypen ein weitgehend konstitutiv exprimiertes Enzym; so konnte bei der bereits 
zitierten Veröffentlichung von Deschner et al. (2006) keine Veränderung der MMP-2 
Expression durch den Einfluss von IL-1ß detektiert werden. Auch Ries und Petrides (1995) 
unterstützen dieses Ergebnis in ihrem Review zum Zytokineinfluss auf MMPs. Da durch  
IL-1ß weder eine gesteigerte noch eine verminderte Aktivierung von MMP-2 sichtbar wird, 
wäre auch eine Modifizierung der MMP-14 Expression und die damit einhergehende 
Veränderung der MMP-2 Aktivierung nicht notwendig. Anhand dieser Theorie kann ebenfalls 
der Einfluss des anti-inflammatorisch wirkenden HC erklärt werden, welches, wie auch IL-1ß, 
keinen Einfluss auf die MMP-14 Expression zeigt. Eine Ausnahme bildet dabei die 
Inkubation mit 550 nM HC für 24 Stunden. Wie in Kapitel 4.2.7 anhand der TIMP Expression 
noch erläutert wird, könnte dies ein Hinweis auf einen späten Zeitpunkt der Regulation durch 
Glucocorticoide sein. Dabei beschreiben Stojadinovic et al. (2007) einen erst spät, meist erst 
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nach 24 Stunden, detektierbaren Einfluss von Dexamethason auf die Genexpression. Somit 
könnte in folgenden Studien die Untersuchung der Expression nach 48-stündiger HC 
Inkubation von Relevanz sein. Genauere Studien darüber sind jedoch nicht veröffentlicht.  
 
MMP-3 ist eine ebenfalls in der Niere detektierbare Protease. In den vergangenen Jahren 
wurde die Erforschung an der Beteiligung und Regulation bei pathologischen Veränderungen 
verstärkt, da es vermehrt Hinweise auf eine Beteiligung von MMP-3 gab. Neben der 
Bedeutung bei entzündlichen Vorgängen, zum Beispiel durch die Aktivierung von IL-1ß, 
wird auch eine Beteiligung am Wundheilungsprozess vermutet (vgl. Kap. 1.6.3 und 1.7.2). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mittels eines sensitiven fluorogenen Assays 
gezeigt werden, dass MMP-3 von NRK-Zellen bereits unter basalen Bedingungen exprimiert 
wird. Da kein funktionsfähiger Primer generiert werden konnte, wurden die Experimente auf 
die Proteinebene beschränkt. Hierbei konnte eine signifikante Hochregulation der MMP-3 
Aktivität durch 5 ng/ml IL-1ß detektiert werden (vgl. Abb. 4.5).  
Naito et al. (2005) untersuchten die MMP-3 Expression ebenfalls an den in dieser Arbeit 
verwendeten NRK 52 E-Zellen. Dabei stimulierten sie die Zellen mit 20 ng/ml IL-1ß und 
analysierten die Expression mittels gelatinolytischer Zymographie. Im Gegensatz zu dieser 
Arbeit konnte keine stimulierende Wirkung von IL-1ß auf MMP-3 gezeigt werden. In anderen 
Publikationen wird jedoch eine stimulierende Wirkung von IL-1ß auf MMP-3 beschrieben. 
Zum Beispiel konnten Deschner et al. (2006) nach 24 Stunden Stimulation mit 1 ng/ml IL-1ß 
eine deutlich verstärkte MMP-3 mRNA- und Proteinexpression in Fibrochondrozyten von 
Ratten detektieren. Da MMP-3 neben ECM-degradativer Funktionen auch bei der 
Aktivierung verschiedener anderer MMPs (z.B. MMP-9) und IL-1ß eine bedeutende Rolle 
spielt, wäre es eher verwunderlich, wenn MMP-3 unter entzündlichen Bedingungen nicht 
reguliert würde. Ebenso stellt die gelatinolytische Zymographie, wie sie bei Naito et al. 
verwendet wurde, eine nur bedingt geeignete Methode zum MMP-3 Nachweis dar, da zum 
Beispiel durch ihre identischen Größen keine Unterscheidung zwischen MMP-1 und MMP-3 
mittels gelantinolytischer Zymographie möglich ist.  
Analog zu MMP-9 und MMP-14 wurde die Regulation von MMP-3 auch unter Einfluss des 
anti-inflammatorisch wirkenden Hydrocortisons untersucht. Dabei konnte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit an NRK-Zellen eine deutliche Herunterregulation von MMP-3 durch 
550 nM HC detektiert werden (vgl. Abb. 4.10). 
Bereits 1992 konnten Delany und Brinckerhoff eine reduzierende Wirkung des 
Glucocorticoids Dexamethason auf die MMP-3-mRNA-Expression von humanen 
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Fibroblasten zeigen. Dabei wurden die Zellen aufgrund der geringen basalen Expression 
zunächst mit EGF stimuliert und anschließend mit 1 µM Dexamethason inkubiert. Die 
Autoren konnten die durch Dexamethason induzierte Verringerung der MMP-3 mRNA-
Expression auf eine reduzierte mRNA-Stabilität zurückführen.  
 
Die Beteiligung und die wesentliche Bedeutung von MMP-9 und MMP-3 an entzündlichen 
Prozessen in NRK-Zellen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit belegt werden. 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass HC durch die Herunterregulation von MMP-3 und 
MMP-9 ein geeignetes anti-inflammatorisches Agens bei Erkrankungen der Niere darstellt. 
MMP-14 ist ebenfalls eine in der Niere exprimierte Protease. Anhand der erhaltenen 
Ergebnisse lässt sich jedoch keine bedeutende Rolle während einer Entzündungsreaktion in 
NRK-Zellen nachweisen. Somit scheint MMP-14 in anderer Weise an Erkrankungen der 
Niere beteiligt zu sein. 
4.2.5 Einfluss von IL-1ß auf die TIMP-Expression von NRK-Zellen 
Für die Aufrechterhaltung der Gewebeintegrität und für den Wundheilungsprozess im Körper 
ist die Kontrolle der MMP-Expression von großer Bedeutung (vgl. Kap. 1.3.2). Zu den 
wichtigsten Kontrollelementen der MMPs gehören deren endogene Inhibitoren, die TIMPs. 
Um die Ergebnisse der MMP-Expression der vorangegangenen Kapitel genauer interpretieren 
zu können, sollte der Einfluss der inflammatorischen und anti-inflammatorischen Agenzien 
ebenfalls im Hinblick auf die Regulation der TIMP-Expression analysiert werden. Hierzu 
wurden analog zu den MMP-Experimenten NRK-Zellen auf Zellkulturflaschen kultiviert, 
nach Erreichen der Konfluenz auf SFM umgestellt und nach einer Äquilibrierungsphase mit 
den Stimulanzien versetzt. Nach einer Inkubationszeit von sechs bzw. 24 Stunden erfolgten 
die RNA-Isolierung und/oder die Aufkonzentrierung der Zellkulturüberstände. Die mRNA-
Ebene wurde mittels quantitativer real-time PCR und die Proteinebene mittels Western Blot 
untersucht. 
4.2.5.1 Einfluss von IL-1ß auf die mRNA-Expression 
Zunächst sollte die Expression von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 unter Einfluss von IL-1ß 
auf mRNA-Ebene untersucht werden. Analog zu den Experimenten in Kapitel 4.2.2.1, wurde 
IL-1ß in den Konzentrationen 5 ng/ml und 10 ng/ml eingesetzt und die TIMP-Expression auf 
mRNA-Ebene zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (6 bzw. 24 Stunden) untersucht.  
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Abb. 4.11 Quantitative RT-PCR Analyse zur Regulation der TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 
Expression in NRK-Zellen unter Einfluss von IL-1ß  (n=3, IL-1ß (10 ng/ml, 6h) 
n=2; Mittelwerte ± SD).       
 Die -∆∆CT-Werte wurden auf ß-Aktin und serumfreie Kulturbedingungen normiert.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Abbildung 4.11 zeigt, dass IL-1ß eine signifikante Hochregulation von TIMP-1 nach  
sechs Stunden bewirkt (-∆∆CT (5 ng/ml): 2,2 ± 0,4; -∆∆CT (10 ng/ml): 2,1 ± 0,5). Diese 
Expressionssteigerung ist jedoch nach 24 Stunden nicht mehr vorhanden. Es ist keine 
Regulation durch IL-1ß mehr detektierbar (-∆∆CT (5 ng/ml): 0,4 ± 0,6; -∆∆CT (10 ng/ml): 
0,3 ± 0,6). Ein Konzentrationseffekt kann anhand der Ergebnisse nicht belegt werden. 
Im Gegensatz zu TIMP-1 wird TIMP-2 durch den Einfluss von IL-1ß nach sechs Stunden 
herunterreguliert (-∆∆CT (5 ng/ml): -1,3 ± 0,5; -∆∆CT (10 ng/ml): -1,0 ± 0,1). Auch hier lässt 
sich nach 24 Stunden keine signifikante Regulation mehr nachweisen (-∆∆CT (5 ng/ml):  
-0,4 ± 0,2; -∆∆CT (10 ng/ml): -0,4 ± 0,3). Die beiden verwendeten Konzentrationen zeigen 
keine Regulationsunterschiede. 
Ähnlich wie die TIMP-2 Expression wird auch die TIMP-3 mRNA durch IL-1ß reguliert. 
Nach sechs Stunden wird eine signifikante Herunterregulation detektiert (-∆∆CT (5 ng/ml):  
-1,5 ± 0,5; -∆∆CT (10 ng/ml): -1,5 ± 0,0), während nach 24 Stunden keine Regulation mehr 
nachweisbar ist (-∆∆CT (5 ng/ml): -0,1 ± 0,2; -∆∆CT (10 ng/ml) -0,2 ± 0,5). Auch hier ist 
keine Konzentrationsabhängigkeit zu beobachten. 
Somit konnte gezeigt werden, dass TIMP-1 durch den Einfluss von IL-1ß nach sechs Stunden 
hochreguliert wird, während TIMP-2 und TIMP-3 herunterreguliert werden. Analog zu den 
bezüglich der ICAM-1 Expression erzielten Ergebnissen ist diese Reaktion jedoch kurzzeitig, 
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da nach 24 Stunden bei keinem der TIMPs eine Veränderung detektiert werden konnte. Eine 
Abhängigkeit der TIMP-Expression von der eingesetzten IL-1ß-Konzentration konnte, analog 
zu den MMPs, nicht festgestellt werden. Daher wurde IL-1ß in alle weiteren Experimenten 
standardmäßig in einer Konzentration von 5 ng/ml eingesetzt. 
4.2.5.2 Einfluss von IL-1ß auf die Protein-Expression 
Parallel zur mRNA-Ebene sollte der Einfluss von IL-1ß auf die TIMP-Expression auch auf 
Proteinebene untersucht werden. Für die entsprechenden Western Blot-Analysen wurden  
20-fach aufkonzentrierte Zellkulturüberstände verwendet. Aufgrund der Tatsache, dass bei 
den TIMPs auf mRNA-Ebene ausschließlich nach sechs Stunden eine Regulation sichtbar 
war, wurden ebenfalls Überstände nach sechsstündiger Stimulation analysiert. Für die 
Protein-Detektion wurden Proben von Zellen verwendet, die sechs bzw. 24 Stunden mit  
5 ng/ml IL-1ß stimuliert wurden, sowie Proben von unstimulierten Kontrollen. Die Spezifität 
der Antikörper wurde zunächst durch eine Zweit-Antikörper-Kontrolle überprüft. Dabei 
konnten keine unspezifischen Reaktionen der Antikörper beobachtet werden. Um die 
gleichmäßige Protein-Beladung zu überprüfen, wurden Protogold-Abgleiche der Membranen 
durchgeführt. 
 
Zunächst sollte die Sekretion von TIMP-1 durch NRK-Zellen analysiert werden. Der Western 
Blot wurde an drei verschiedenen Passagen durchgeführt. 
Entsprechend der Abbildung 4.12 zeigen die unstimulierten Kontrollen sowohl nach sechs, als 
auch 24 Stunden zwei deutliche Banden. Die unteren, schwächeren Banden besitzen ein 
Molekulargewicht von ungefähr 28 kDa, was dem Molekulargewicht des freien TIMP-1-
Proteins entspricht. NRK-Zellen sekretieren TIMP-1 somit unter basalen Bedingungen. Bei 
ca. 55 kDa ist jeweils eine weitere dominante Bande zu detektieren. Wie bereits in anderen 
Arbeiten gezeigt (Hartmann, 2007), könnte es sich hierbei um eventuell vorkommende 
Komplexe anderer Proteine oder MMPs mit dem TIMP-1-Protein handeln. Auch TIMP-1-
Dimere würden ein vergleichbares Molekulargewicht zeigen. Zur Betrachtung einer 
Regulation wird ausschließlich die als freies TIMP-1 identifizierte Bande ausgewertet. Im 
Vergleich zur Kontrolle wird nach sechs Stunden Stimulation mit IL-1ß keine Regulation 
deutlich, während durch eine 24-stündige IL-1ß Stimulation eine leicht verringerte TIMP-1 
Sekretion detektiert werden kann. Der Protogoldabgleich zeigt eine gleichmäßige 
Proteinverteilung. Unter Einfluss von IL-1ß zeigen NRK-Zellen somit nach 24 Stunden eine 
verringerte TIMP-1 Sekretion. 
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Abb. 4.12 Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der TIMP-1 Sekretion von 
NRK-Zellen unter Einfluss von IL-1ß (gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot).
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß für 6 bzw. 24 Stunden stimuliert wurden, sowie jeweils eine nicht 
stimulierte Kontrolle. 
 
Analog zu den TIMP-1 Experimenten wurde der Einfluss von IL-1ß auch auf die TIMP-2 
Expression mittels Western Blots analysiert. Das Experiment wurde an drei verschiedenen 
Passagen durchgeführt. 
Der Western Blot (vgl. Abb. 4.13) zeigt im Bereich der unstimulierten Kontrollzellen zwei 
Banden. Die untere, dominante Bande besitzt ein Molekulargewicht von ca. 22 kDa, was dem 
freien TIMP-2-Protein entspricht. NRK-Zellen sekretieren TIMP-2 somit unter basalen 
Bedingungen. Zusätzlich ist eine Bande im Bereich von 50 bis 60 kDa zu detektieren, die 
jedoch, im Vergleich zu den zwei anderen durchgeführten TIMP-2-Nachweisen, nur in dieser 
exemplarischen Abbildung deutlich schwächer erscheint. Analog zu TIMP-1 liegt die 
Vermutung von TIMP-2 Komplexen mit anderen Proteinen oder MMPs als Erklärung nahe. 
Zur Betrachtung einer Regulation wird ausschließlich die als freies TIMP-2 identifizierte 
Bande ausgewertet. Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen lässt sich sowohl nach sechs, 
als auch 24 Stunden Stimulation mit IL-1ß keine deutliche Regulation der TIMP-2 Sekretion 
detektieren. Der Protogold-Abgleich zeigt eine annähernd gleiche Proteinverteilung. 
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Abb. 4.13 Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der TIMP-2 Sekretion von 
NRK-Zellen unter Einfluss von IL-1ß (gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot).
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß für 6 bzw. 24 Stunden stimuliert wurden, sowie jeweils eine nicht 
stimulierte Kontrolle. 
 
Der Einfluss von IL-1ß auf die TIMP-3 Sekretion sollte ebenfalls auf  Proteinebene 
untersucht werden. Das Experiment wurde an drei verschiedenen Passagen durchgeführt. 
In Abbildung 4.14 werden im Gegensatz zu TIMP-1 und TIMP-2 zwei Banden im Bereich 
von 50 bis 60 kDa deutlich. Bei einem Vergleich mit den weiteren durchgeführten TIMP-3-
Nachweisen sind diese Banden teilweise auch in Form einer zusammengelaufenen Bande zu 
detektieren. Die Komplexbildung mit anderen Proteinen oder MMPs, sowie die Möglichkeit 
von TIMP-3 Dimeren wäre erneut eine mögliche Erklärung für diese Banden. Daneben wird 
jedoch keine weitere Bande sichtbar, welche dem freien TIMP-3 entsprechen könnte. Da 
TIMP-3 ein Molekulargewicht im Bereich von 24 bis 30 kDa besitzt, müsste dort eine Bande 
zu detektieren sein. Da kein freies TIMP-3 in den Überstände von NRK-Zellen sichtbar wird, 
ist auf Proteinebene keine weitere Aussage über die TIMP-3 Regulation durch IL-1ß möglich. 
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Abb. 4.14 Western Blot zur Analyse der TIMP-3 Sekretion von NRK-Zellen unter Einfluss 
von IL-1ß (gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot).  
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
5 ng/ml IL-1ß für 6 bzw. 24 Stunden stimuliert wurden, sowie jeweils eine nicht 
stimulierte Kontrolle. 
 
4.2.6 Einfluss von Hydrocortison auf die TIMP-Expression von NRK-Zellen 
Wie bereits in Kapitel 4.2.3 für die MMPs beschrieben, wurde auch die Expression der 
TIMPs unter einem anti-inflammatorischen Einfluss von HC untersucht. Analog zu den 
MMP-Experimenten wurden die NRK-Zellen auf Zellkulturflaschen kultiviert und nach 
Umstellung auf SFM mit HC inkubiert. Nach sechs bzw. 24 Stunden erfolgten eine RNA-
Isolierung und/oder die Aufkonzentrierung der Zellkulturüberstände. Die TIMP-Expression 
auf mRNA-Ebene und Proteinebene wurde anschließend mit Hilfe von real-time PCRs und 
Western blots untersucht. 
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4.2.6.1 Einfluss von Hydrocortison auf die mRNA-Expression 
Zu Beginn sollte der Einfluss von HC auf die Expression von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 
auf mRNA-Ebene untersucht werden. Hierzu wurde aus Zellpopulationen, die mit 55 nM 
bzw. 550 nM HC stimuliert worden waren, nach einer Inkubationszeit von sechs bzw. 
24 Stunden die RNA isoliert und mittels quantitativer real-time PCR analysiert. Wie auch bei 
der Untersuchung zum Einfluss von HC auf die MMP-Expression (vgl. Kap. 4.2.3.1) zeigt 
sich für die TIMPs nach sechs Stunden eine sehr heterogene Regulation. Da die Ergebnisse 
von Passage zu Passage jedoch auch gegensätzliche Resultate zeigen, das heißt einerseits eine 
Herunterregulation von TIMPs und bei einer weiteren Passage eine Hochregulation, ist keine 
Aussage über die Expression nach sechs Stunden HC-Einfluss möglich. Deshalb sind in 
Abbildung 4.15 nur die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse nach 
24 Stunden Inkubation mit HC dargestellt.  
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Abb. 4.15 Quantitative RT-PCR Analyse zur Regulation der TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 
Expression in NRK-Zellen unter Einfluss von Hydrocortison (n=4; Mittelwerte ± 
SD ).            
 Die -∆∆CT –Werte wurden auf ß-Aktin und serumfreie Kulturbedingungen normiert. 
Anhand der in Abbildung 4.15 gezeigten Ergebnisse kann keine eindeutige TIMP-1 und 
TIMP-2 Regulation in Abhängigkeit von der eingesetzten HC-Konzentration detektiert 
werden (TIMP-1: -∆∆CT (55 nM): 0,3 ± 0,6 bzw. -∆∆CT (550 nM): 0,1 ± 0,4; TIMP-2:  
-∆∆CT (55 nM): 0,7 ± 0,6 bzw. -∆∆CT (550 nM): 0,3 ± 0,4). Im Gegensatz dazu wird TIMP-3 
durch 24-stündige Stimulation mit HC bei allen durchgeführten Experimenten leicht 
hochreguliert (-∆∆CT (55 nM): 1,1 ± 0,4; -∆∆CT (550 nM) 0,9 ± 0,4). Eine Abhängigkeit der 
TIMP-Expression von der eingesetzten HC-Konzentration konnte analog zu den MMPs im 
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untersuchten Konzentrationsbereich nicht festgestellt werden. Daher wurde HC in allen 
weiteren Experimenten in einer Standardkonzentration von 550 nM eingesetzt. Während HC 
somit keinen Einfluss auf die TIMP-1 und TIMP-2 Expression hat, bewirkt HC jedoch eine 
leicht verstärkte TIMP-3 Expression. 
4.2.6.2 Einfluss von Hydrocortison auf die Protein-Expression 
Neben den Experimenten zur mRNA-Regulation wurde die Sekretion der TIMP-1-, TIMP-2- 
und TIMP-3- Proteine mittels Western Blot auf einen eventuellen HC-Einfluss untersucht. 
Analog zu den Experimenten zum Einfluss von IL-1ß (vgl. Kap. 4.2.5.2) wurden 20-fach 
aufkonzentrierte Zellkulturüberstände verwendet. Dabei sind für die Protein-Detektion 
Überstände von Zellen untersucht worden, die sechs bzw. 24 Stunden mit 550 nM HC 
inkubiert wurden, sowie Überstände von unstimulierten Kontrollen. Um die gleichmäßige 
Protein-Beladung zu überprüfen, wurden Protogold-Abgleiche der Membranen durchgeführt. 
 
Zunächst wurde die Sekretion von TIMP-1 bei NRK-Zellen unter Einfluss von HC analysiert. 
Der Western Blot wurde an drei verschiedenen Passagen durchgeführt. 
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Abb. 4.16 Western Blot zur Analyse der TIMP-1 Sekretion von NRK-Zellen unter Einfluss 
von Hydrocortison (gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot). 
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
550 nM HC für 6 bzw. 24 Stunden stimuliert wurden, sowie jeweils eine nicht 
stimulierte Kontrolle. 
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Wie bereits bei dem vorherigen TIMP-1-Western Blot (vgl. Abb. 4.12) zu sehen, werden auch 
in Abbildung 4.16 bei den Kontrollen zwei Banden deutlich. Bei ca. 28 kDa wird das freie 
TIMP-1-Protein detektiert, während bei ca. 55 kDa vermutlich Komplexe aus TIMP-1 und 
weiteren Proteinen sichtbar werden. Zur Betrachtung einer Regulation durch den Einfluss von 
HC wird ausschließlich die als freies TIMP-1 identifizierte Bande ausgewertet. Dabei kann, 
im Vergleich zu den zwei zusätzlich durchgeführten Western Blots, aufgrund stark 
variierender Ergebnisse nach sechs Stunden keine Aussage über die Regulation von TIMP-1 
gemacht werden. Im Vergleich zu der Kontrolle ist nach 24 Stunden Inkubation mit HC keine 
Regulation auf die TIMP-1 Sekretion zu detektieren. 
 
Neben dem Einfluss von HC auf TIMP-1 wurde auch der Einfluss auf die TIMP-2 Sekretion 
untersucht. Der Western Blot wurde an drei verschiedenen Passagen durchgeführt. 
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Abb. 4.17 Western Blot zur Analyse der TIMP-2 Sekretion von NRK-Zellen unter Einfluss 
von Hydrocortison (gezeigt ist exemplarisch ein Western Blot). 
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von Zellen, die mit  
550 nM HC für 6 bzw. 24 Stunden stimuliert wurden, sowie jeweils eine nicht 
stimulierte Kontrolle. 
 
Entsprechend der Abbildung 4.17 sind in den Überständen der unterschiedlichen 
Zellpopulationen zwei Banden zu detektieren. Es zeigt sich eine dominante TIMP-2 
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spezifische Bande, die im Bereich von 20 bis 22 kDa liegt. Weiterhin ist eine schwache 
Bande in dem Molekulargewichtsbereich von 50 bis 60 kDa zu erkennen, die bereits bei dem 
TIMP-2-Western Blot zum Einfluss von IL-1ß (vgl. Abb. 4.13) detektiert werden konnte und 
vermutlich aus Komplexbildungen des TIMP-2 Proteins resultieren. Zur Betrachtung einer 
Regulation durch den Einfluss von HC wird ausschließlich die als freies TIMP-2 identifizierte 
Bande ausgewertet. Bei einem Vergleich der jeweiligen Kontrollen mit den Überständen der 
Zellen, die mit 550 nM HC inkubiert wurden, lässt sich keine Veränderung in der 
Bandenintensität feststellen. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit zeigt HC bei NRK-Zellen 
nach sechs und 24 Stunden keinen Einfluss auf die TIMP-2 Sekretion. 
 
Da  in den Überständen von NRK-Zellen kein freies TIMP-3 nachweisbar ist 
(vgl. Abb. 4.14), kann auch zum Einfluss von HC auf die TIMP-3 Sekretion keine Aussage 
getroffen werden. 
 
4.2.7 Zusammenfassung und Diskussion zur Regulation von TIMPs bei NRK-
Zellen 
Den TIMPs kommt als MMP-Inhibitoren eine bedeutende Rolle bei verschiedenen 
Erkrankungen, wie zum Beispiel einer tubulointestinalen Fibrose, zu. Die Aufrechterhaltung 
der Balance zwischen ECM-Abbau und -Umbau ist eine Voraussetzung für physiologische 
Prozesse. Eine Veränderung in der TIMP-Expression konnte bereits bei verschiedenen 
Erkrankungen der Niere gezeigt werden (vgl. Kap. 1.5). Aus diesem Grund war eine 
Charakterisierung der NRK-Zellen in Bezug auf ihre TIMP-Expression und Regulation 
essentiell, um anschließend eine Aussage über die Beteiligung am Wundheilungsprozess 
treffen zu können. Daher wurde die Expression und Regulation von TIMP-1, TIMP-2 und 
TIMP-3, analog zu den MMPs, unter Einfluss von IL-1ß und HC bei NRK-Zellen analysiert. 
Eddy et al. (2000) konnten in den Nieren von Mäusen keine TIMP-4 mRNA-Expression 
feststellen. Da auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Expression der TIMP-4 
mRNA bei NRK-Zellen detektiert werden konnte, wurde auf die weitere Untersuchung von 
TIMP-4 verzichtet.  
In Tabelle 4.2 sind, zur besseren Übersicht, die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
zusammengefasst. 
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Tab. 4.2 Überblick über die Regulation der TIMPs auf RNA- und Proteinebene bei NRK-
Zellen unter dem Einfluss von IL-1β und Hydrocortison.  
 Schwarze Pfeile bedeuten eine signifikante Hoch- bzw. Herunterregulation, weiße 
Pfeile bedeuten eine leichte Hoch- bzw. Herunterregulation oder keine Regulation. 
 
TIMP-1 ist ein in der Niere nachgewiesener MMP-Inhibitor. Eddy et al. (2000) konnten seine 
Expression, im Gegensatz zu TIMP-2 und TIMP-3, jedoch nur auf geringem Niveau in Nieren 
von Mäusen nachweisen. TIMP-1 wird mit verschiedenen renalen Erkrankungen in 
Verbindung gebracht (Catania et al., 2007).  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TIMP-1 unter basalen 
Bedingungen von NRK-Zellen exprimiert wird. Unter Einfluss des proinflammatorischen 
Zytokins IL-1ß (5 bzw. 10 ng/ml) wurde TIMP-1 auf mRNA-Ebene nach sechs Stunden 
signifikant hochreguliert, während dieser Effekt nach 24 Stunden nicht mehr zu detektieren 
war (vgl. Abb. 4.11). Auf Proteinebene wurde im Western Blot keine Regulation nach sechs 
Stunden deutlich, jedoch konnte, im Gegensatz zu den Ergebnissen auf mRNA-Ebene, eine 
leichte Herunterregulation nach 24 Stunden beobachtet werden (vgl. Abb. 4.12).  
Die Regulation der TIMP-1 Expression scheint je nach Zellart stark zu variieren. Eine 
Hochregulation der TIMP-1 mRNA durch den Einfluss von IL-1ß wurde bereits in vielen 
Veröffentlichungen beschrieben. So konnte, im Gegensatz zu dieser Arbeit, nach 24 Stunden 
durch den Einfluss von humanem IL-1ß bei renalen Zellen von Ratten eine gesteigerte  
TIMP-1 mRNA-Expression beobachtet werden (Daphna-Iken und Morrison, 1995; Eberhardt 
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et al., 2000). Diese nachhaltige Regulation könnte mit der Verwendung von humanem IL-1ß 
bei den zitierten Veröffentlichungen erklärt werden. Da ein speziesfremdes, humanes Zytokin 
verwendet wurde, könnte der Abbau des IL-1ß durch Zellen der Ratte verlangsamt sein, so 
dass auch nach 24 Stunden noch eine Reaktion zu detektieren ist. Unterstützt wird diese 
Hypothese durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigte kurzzeitige Regulation von 
ICAM-1 durch das rattenspezifische IL-1ß. Neben diesen Ergebnissen, die eine Stimulation 
von TIMP-1 darstellen, wird in der Literatur jedoch auch ein suprimierender oder gar kein 
Einfluss durch IL-1ß auf die TIMP-1 mRNA-Expression beschrieben, was die bereits in der 
Einleitung dargelegte These unterstützt, dass die Regulation der TIMPs stark zwischen 
verschiedenen Zelltypen variiert. Naito (2005) konnte keine Veränderung der 
Proteinexpression von TIMP-1 durch die Stimulation mit 20 ng/ml IL-1ß mittels Western 
Blots an NRK-Zellen detektieren.  
Die Hochregulation der TIMP-1 mRNA kann mit der regulativen Funktion auf die durch  
IL-1ß induzierte MMP-Expression (z.B. MMP-9) erklärt werden. Um einen pathologischen 
Abbau der ECM zu verhindern, wird zur MMP-Inhibition die Expression von TIMP-1 
gesteigert. Da TIMP-1 ein wichtiger Inhibitor von MMP-9 ist und zu einer raschen 
Komplexbildung mit dieser Protease führt, könnte die Verringerung der Konzentration des 
freien TIMP-1 Moleküls, wie sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf Proteinebene 
gezeigt werden konnte, mit der gesteigerten Inhibition von MMP-9 und damit der Regulation 
matrixmetalloproteolytischer Aktivität erklärt werden. Diese Veränderungen scheinen nach 
sechs Stunden auf Proteinebene noch nicht deutlich genug zu sein, um sie mittels Western 
Blot zu detektieren. Nach 48 Stunden könnte diese Verringerung des freien TIMP-1 bereits 
wieder ausgeglichen sein, was das Ergebnis von Naito erklären könnte.  
 
Am Beispiel von TIMP-1 soll an dieser Stelle weiterhin eine Erklärung für die im Western 
Blot bei allen TIMPs gefundenen zusätzlichen Banden im Bereich von 50-60 kDa diskutiert 
werden (vgl. Abb. 4.12, 4.13, 4.14). In der Arbeit von Hartmann (2007) an porcinen 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) konnten im Western Blot ebenfalls Banden 
detektiert werden, die nicht den freien TIMP-Molekülen entsprechen. Diese wurden in einem 
Bereich um 62 kDa sichtbar. Hartmann erklärte dies mit eventuellen Komplexbildungen der 
TIMPs mit anderen Proteinen. Wie bereits in der Einleitung erläutert, werden TIMPs heute 
meist als multifunktionelle Proteine beschrieben. Dabei wird ihre Funktion nicht nur auf eine 
MMP-Inhibition beschränkt, sondern auf viele weitere physiologische Vorgänge, zum 
Beispiel durch die Aktivierung von Signalwegen. So beschreiben Chirco et al. (2006) 
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zahlreiche gefundene Bindungspartner für TIMP-1, wie zum Beispiel 
Zelloberflächenproteine, durch welche die Aktivierung von Signalkaskaden bewirkt werden 
soll. Die Vermutung der Autoren, dass noch weitere Rezeptoren oder Bindungsproteine für 
TIMPs existieren, könnte die zusätzlichen Banden in den Western Blots erklären. 
 
Im Gegensatz zu den Untersuchungen während eines Entzündungsprozesses wurde, analog zu 
den Experimenten zur MMP Regulation, die TIMP-1 Expression nach Inkubation mit dem 
anti-inflammatorisch wirkenden Hydrocortisons analysiert. Sowohl auf mRNA- als auch auf 
Proteinebene zeigten sich besonders bei TIMP-1 Schwierigkeiten bei der Detektion nach 
sechsstündiger Stimulation mit 55 bzw. 550 nM HC. Es traten starke Schwankungen der 
Expression auf, so dass keine Aussage über die TIMP-1 Regulation getroffen werden kann. 
Nach 24 Stunden konnte sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf Proteinebene keine 
Regulation von TIMP-1 durch HC verzeichnet werden (vgl. Abb. 4.15 und 4.16).  
In der Literatur ist wenig über den direkten Einfluss von Glucocorticoiden, wie er im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, auf die TIMP-Expression zu finden. Es werden 
dabei unterschiedliche Ergebnisse beschrieben. Oishi et al. (2002) konnten in einer in vivo 
Studie an Ratten unter dem Einfluss von Dexamethason eine gesteigerte TIMP-1 und TIMP-2 
mRNA-Expression detektieren, während TIMP-3 unbeeinflusst blieb. Im Gegensatz dazu 
zeigten Kylmäniemi et al. (1996) den unterschiedlichen Einfluss von Dexamethason auf 
verschiedene Zelllinien, wobei beispielsweise bei oralen Fibroblasten eine Verminderung der 
TIMP-2 mRNA-, jedoch kein Einfluss auf die TIMP-1 mRNA-Expression, gezeigt wurde. 
Hartmann (2007) konnte an porcinen Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke unter Einfluss 
von 550 nM HC, analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit, keine signifikante Veränderung 
der TIMP-1 mRNA-Expression detektieren. Zudem konnte er mittels Western Blot keinen 
Einfluss auf die TIMP-1 Proteinsekretion feststellen. Im Gegensatz dazu konnte jedoch 
mittels eines TIMP-1 ELISAs eine Herunterregulation detektiert werden. Hartmann erklärte 
dies mit dem Hinweis, dass zur Proteindetektion das sensitivere Verfahren des ELISAs 
notwendig war.  
Somit könnte eine Begründung für die auch in der vorliegenden Arbeit nicht regulierte 
Proteinsekretion sein, dass die Reaktion von TIMP-1 auf HC bei NRK-Zellen so gering ist, 
dass sie mittels Western Blot nicht detektierbar wurde. Eine Erklärung für die 
unterschiedlichen Ergebnisse auf mRNA-Ebene könnte sein, dass Glucocorticoide auf die 
TIMP-1 Expression ausschließlich indirekt, zum Beispiel über die Regulation der 
Transkription von Zytokinen, wirken. Da in einem intakten NRK-Zelllayer unter basalen 
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Bedingungen keine Stimulation der Zytokin- und damit der MMP-Expression vorliegen 
sollte, könnte somit die nicht regulative Reaktion von HC erklärt werden. Es könnte vermutet 
werden, dass HC nur Auswirkungen auf eine bereits modifizierte TIMP-1 Expression, 
beispielsweise infolge einer Entzündung, zeigt.  
 
TIMP-2 ist ein weiterer MMP-Inhibitor, der in der Niere exprimiert wird. Im Gegensatz zu 
TIMP-1 und TIMP-3 wird für TIMP-2 häufig eine konstitutive und in den meisten Organen 
stattfindende Expression beschrieben, während TIMP-1 und TIMP-3 erst nach einer 
Stimulation zu finden sind (Chirco et al., 2006; Verstappen und von den Hoff 2006). Dabei 
scheint die Expression von TIMP-2, wie auch bei den anderen TIMPs, häufig zelltypisch zu 
sein. Da TIMP-2 eine wesentliche Bedeutung bei der Aktivierung von pro-MMP-2 zukommt, 
ist dessen Expression und Regulation unter inflammatorischen Bedingungen von besonderem 
Interesse.  
Zunächst konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die basale Expression von TIMP-2 bei 
NRK-Zellen gezeigt werden. Zusätzlich wurde TIMP-2 unter Einfluss des proinflammatorisch 
wirkenden IL-1ß genauer betrachtet. Dabei konnte im Gegensatz zu TIMP-1 nach 
sechsstündiger Stimulation mit 5 bzw. 10 ng/ml IL-1ß eine deutliche Herunterregulation auf 
mRNA-Ebene detektiert werden. Nach 24 Stunden war keine Regulation mehr deutlich 
(vgl. Abb. 4.11). Auf Proteinebene wurde keine Regulation der TIMP-2 Sekretion sichtbar 
(vgl. Abb.4.13). Dabei konnten im Western Blot, wie auch bei TIMP-1 Banden nachgewiesen 
werden, die nicht dem freien TIMP-2 Molekül entsprachen. 
Martin et al. (1998) beschreiben in ihrer Veröffentlichung an Epithelzellen aus dem humanen 
Glomeruli der Niere eine gegenläufige Regulation von TIMP-1 und TIMP-2, wie sie sich 
auch in dieser Arbeit, unter Einfluss von 5 ng/ml IL-1ß, zeigte. Dabei wurde TIMP-1 
hochreguliert, während TIMP-2 eine Herunterregulation zeigte. Die Autoren erklärten dieses 
Ergebnis damit, dass beide TIMP-Gene eine Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor 
activator protein-1 (AP-1) besitzen. Dabei scheint jedoch die AP-1 Bindungstelle am 
Promoter von TIMP-2 Teil eines inhibitorischen Elementes zu sein, womit die 
Herunterregulation von TIMP-2, bei gleichzeitiger Hochregulation von TIMP-1, erklärt 
werden könnte. Wie bereits in Kapitel 4.2.4 erläutert, ist TIMP-2 wesentlich an der 
Aktivierung von pro-MMP-2 beteiligt. Eine weitere Erklärung für die Verringerung der 
TIMP-2 mRNA-Expression nach sechs Stunden könnte der Einfluss von TIMP-2 auf die 
MMP-2 Expression darstellen. Eine verringerte TIMP-2 Expression zu Beginn einer 
entzündlichen Erkrankung und die damit einhergehende Inhibition der MMP-2 Aktivierung 
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könnte eine Erklärung dafür sein, dass MMP-2 meist konstitutiv exprimiert wird. Einer 
Hochregulation von MMP-2 und damit einem noch verstärkten Abbau der ECM durch IL-1ß 
würde somit entgegengewirkt. Analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit auf Proteinebene ist 
unter dem Einfluss von 20 ng/ml IL-1ß bereits bei Naito (2005) keine Regulation von TIMP-2 
bei NRK-Zellen zu detektieren. Auch bei der bereits beschriebenen Veröffentlichung von 
Martin et al., 1998 an humanen Epithelzellen der Glomeruli konnte nach 24 Stunden mittels 
ELISA keine Veränderung in der TIMP-2 Sekretion detektiert werden. Erstaunlicherweise 
wurde jedoch nach 48 Stunden eine deutliche Herunterregulation der TIMP-2 Sekretion 
mittels ELISA sichtbar. Somit könnte der gewählte zeitliche Rahmen in dieser Arbeit zu kurz 
sein, um eine Veränderung auf Proteinebene mittels Western Blot zu detektieren.  
Neben der Regulation von TIMP-2 bei entzündlichen Prozessen wurde auch der Einfluss des 
häufig in der Therapie eingesetzten, anti-inflammatorisch wirkenden Hydrocortisons 
untersucht. Dabei konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit sowohl auf mRNA- als auch 
auf Proteinebene kein Einfluss von 55 bzw. 550 nM HC auf die TIMP-2 Expression detektiert 
werden (vgl. Abb. 4.15 und 4.17). 
Wie bereits für TIMP-1 erläutert, schwankten die erhaltenen Ergebnisse zum Einfluss von 
Glucocorticoiden auf verschiedene Zelltypen stark. So konnten Oishi et al. (2002) an 
Hautzellen von Ratten unter Einfluss von Dexamethason eine verminderte TIMP-2 mRNA-
Expression nachweisen, während zum Beispiel Pross et al. (2002) eine gesteigerte TIMP-2 
Sekretion bei Muskelzellen aus der Aorta von Ratten detektieren konnten. Stojadinovic et al. 
(2007) beschreiben in ihrer Veröffentlichung, dass eine Vielzahl von Genen durch den 
Einfluss von Dexamethason spät, meist erst nach 24 Stunden, eine Regulation zeigen. So 
wurde an humanen Keratinozyten unter dem Einfluss von 0,1 µM Dexamethason erst nach 
48 bzw. 72 Stunden eine Hochregulation der TIMP-2 mRNA beobachtet. Wie bereits 
vermutet könnte dies eine Erklärung für die nicht detektierbare Regulation von TIMP-2 bei 
NRK-Zellen darstellen, da die Analysen zum Einfluss von HC bereits nach 24 Stunden 
beendet wurden. So kann neben der, bei TIMP-1 bereits formulierten Vermutung, dass die 
TIMP-Regulation nur mittels sehr sensitiver Verfahren bei NRK-Zellen möglich ist, der 
zeitliche Aspekt eine weitere Begründung für die Schwierigkeiten bei der TIMP-1 und  
TIMP-2 Detektion darstellen. 
 
TIMP-3 konnte, neben den anderen beiden im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten 
TIMPs, als ein weiterer MMP-Inhibitor in der Niere gefunden werden. Die Verteilung 
innerhalb der Niere ist noch nicht eindeutig geklärt. Die elementare Bedeutung von TIMP-3 
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für die Niere wurde von Kawamoto et al. (2006) an TIMP-3 defizienten Mäusen 
herausgestellt. Die Autoren konnten in diesen Mäusen veränderte MMP- und TGF-ß-
Expressionen beobachten. Darüber hinaus waren beim Fehlen von TIMP-3 morphologische 
Veränderungen an der Niere selbst, wie zum Beispiel ein verändertes Verhältnis zwischen 
Medulla und Cortex, zu detektieren. Neben dieser spezifischen Bedeutung von TIMP-3 für 
die Niere wird der Inhibitor auch als herausragender Regulator unter den TIMPs für 
entzündliche Prozesse beschrieben (Mohammed et al., 2003). Dies wird besonders mit seinem 
großen Inhibitionsspektrum begründet. Neben vielen MMPs, wie MMP-2 und MMP-9, ist 
TIMP-3 ebenfalls in der Lage, einige ADAMs, unter anderen das TNF-α converting enzyme 
(TACE), zu inhibieren, was TIMP-3 zu einem elementaren Regulator für 
Tumornekrosefaktor-α und damit bei entzündlichen Prozessen macht. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zunächst gezeigt werden, dass TIMP-3 von  
NRK-Zellen unter basalen Bedingungen exprimiert wurde. Unter Einfluss des 
proinflammatorischen IL-1ß (5 bzw. 10 ng/ml) war auf mRNA-Ebene, analog zu TIMP-2, 
eine signifikante Herunterregulation der TIMP-3 Expression nach sechs Stunden zu 
detektieren (vgl. Abb. 4.11). Wie im Rahmen dieser Arbeit auch bei den anderen TIMPs 
gezeigt, wird TIMP-3 ausschließlich zu Beginn einer entzündlichen Reaktion, also nach 
sechs Stunden, reguliert. Dagegen war nach 24 Stunden keine Regulation mehr zu 
beobachten. Auf Proteinebene konnte keine Aussage über die Regulation der TIMP-3 
Sekretion getroffen werden, da TIMP-3 nicht als freies Protein in den Überständen vorlag 
(vgl. Abb. 4.14). Im Western Blot wurden, wie bereits auch bei TIMP-1 und TIMP-2 
beschrieben, Banden nachgewiesen, die nicht dem freien TIMP-3 Molekül zugeordnet werden 
konnten und vermutlich Komplexe mit TIMP-3 darstellen.  
Analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit beschreiben Bugno et al. (1999) eine 
gegensätzliche Regulation von TIMP-1 und TIMP-3. Sie zeigten an Endothelzellen aus 
Mäusehirnen durch die Stimulation mit IL-1ß und TNF-α eine Hochregulation der  
TIMP-1 und eine Herunterregulation der TIMP-3 mRNA. Die Autoren erklärten, dass durch 
diese Regulation die Balance zwischen der Synthese und dem Abbau der ECM gewahrt 
bleibt. Während durch die Herunterregulation von TIMP-3 eine Degradation der ECM und 
damit der Durchtritt für Leukozyten während einer Entzündung ermöglicht wird, kommt es 
durch die Hochregulation von TIMP-1 zu einer Verminderung der MMP-Aktivierung, und so 
zu einem kontrollierten Ablauf der Entzündungsreaktion. Da TIMP-3 weiterhin zur Inhibition 
des TNF-α converting enzyme und des MT1-MMPs fähig ist, vermuten die Autoren durch 
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seine Herunterregulation eine verstärkte Aktivierung von TNF-α und MMP-2, was zunächst 
zu einer verstärkt lokal ablaufenden Entzündungsreaktion führen könnte.  
Eine weitere Erklärung für die TIMP-3 Regulation könnte im Zusammenhang mit MMP-9 
gefunden werden. Wie häufig beschrieben (Martinez et al., 2008) könnte auch ein 
Wechselspiel mit der MMP-9 Expression zunächst zu einer Herunterregulation von TIMP-3 
führen. Da MMP-9, im Rahmen der vorliegenden Arbeit, nach Einfluss von sechs und 
24 Stunden IL-1ß noch eine deutliche Hochregulation zeigt, könnte in der Zelle zunächst die 
Stimulation der Protease Priorität besitzen, um die Entzündungsreaktion voranzutreiben. Als 
ein wichtiger Inhibitor für MMP-9 könnte die Herunterregulation von TIMP-3 den raschen 
Ablauf der Entzündungsreaktion unterstützen. 
Auf Proteinebene konnte Hartmann (2007) eine Sekretion von TIMP-3 in 
Zellkulturüberständen von porcinen Endothelzellen der BHS nachweisen. Im Unterschied zu 
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte er in geringem Maße sowohl das freie TIMP-
3 Protein als auch Banden detektieren, die er als Komplexe aus TIMP-3 und weiteren 
Proteinen deutete. Da TIMP-3 ein Inhibitor ist, der überwiegend in der ECM angereichert 
vorliegt, kommt es zu einer nur geringen Sekretion in die Zellkulturüberstände. Freies  
TIMP-3 scheint dabei anschließend rasch mit anderen Proteinen komplexiert zu werden. 
Neben der Betrachtung der TIMP-3 Regulation unter inflammatorischen Bedingungen war 
auch der Einfluss von Hydrocortison auf die TIMP-3 Expression im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit von Bedeutung. Dabei konnte, im Gegensatz zu den beiden anderen 
TIMPs, eine leichte Hochregulation durch 55 bzw. 550 nM HC nach 24 Stunden auf mRNA-
Ebene detektiert werden (vgl. Abb. 4.15). Wie bereits für IL-1ß erläutert, lässt sich keine 
Aussage über die TIMP-3 Proteinregulation treffen, da kein freies TIMP-3 im 
Zellkulturüberstand von NRK-Zellen gefunden wurde. 
Hartmann (2007) konnte nach 48 Stunden eine signifikante Hochregulation von TIMP-3 unter 
Einfluss von 550 nM HC auf mRNA-Ebene bei porcinen Endothelzellen der BHS 
nachweisen. Weiterhin konnte der Autor eine deutliche Hochregulation von TIMP-3 im 
Gesamtproteinlysat der Zelle mittels Western Blot zeigen. Da in den Untersuchungen von 
Hartmann, im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, Gesamtproteinlysat verwendet wurde, 
sollte, um eine genauere Aussage über die TIMP-3 Proteinregulation bei NRK-Zellen treffen 
zu können, in Folgestudien die Regulation mittels des Gesamtzelllysates untersucht werden.  
Da TIMP-3 als einer der wesentlichen Inhibitoren für MMP-9 beschrieben wird, ist eine 
Hochregulation unter Einfluss eines anti-inflammatorischen Agenzes auch als eine protektive 
Reaktion der Zelle beim Ablauf einer Entzündungsreaktion zu deuten. Durch die gesteigerte 
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TIMP-3 Expression kann MMP-9 effizient inhibiert und damit eine andauernde, 
unkontrollierte Proteolyse verhindert werden. Somit wird das Gewebe vor einem 
pathologischen Abbau der ECM geschützt.  
Ein weiteres interessantes Ergebnis wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit deutlich. 
Dabei scheint es ein Wechselspiel zwischen den zeitlichen Expressionsveränderungen unter 
Einfluss von IL-1ß und HC zu geben. Der Einfluss von IL-1ß auf die TIMP-3 mRNA-
Expression wurde ausschließlich nach sechs Stunden deutlich, während er nach 24 Stunden 
bereits wieder vollständig egalisiert war. Im Gegensatz dazu wurde die TIMP-3 mRNA-
Expression unter Einfluss des anti-inflammatorisch wirkenden HC erst nach 24 Stunden 
deutlich, während nach sechs Stunden keine signifikante Aussage über eine Regulation 
möglich war. So könnte vermutet werden, dass nach einem inflammatorischen Stimulus 
zunächst eine Verminderung der TIMP-3 Expression hervorgerufen wird, um einen schnellen 
Ablauf einer Entzündungsreaktion zu garantieren. Im weiteren Verlauf kommt es jedoch zu 
einer verstärkten TIMP-3 Expression unter Wirkung anti-inflammatorischer Stimuli, um eine 
unkontrollierte, andauernde Reaktion durch Inhibition verschiedener MMPs, besonders 
MMP-9, zu verhindern. Diese zeitlich definierte Regulation würde somit die elementare 
Bedeutung von TIMP-3 als Inhibitor während einer Entzündung unterstützen.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die basale Expression von TIMP-1, TIMP-2 und 
TIMP-3 und die elementare Bedeutung der MMP-Inhibitoren für NRK-Zellen erstmals 
gezeigt werden. Unter dem Einfluss von IL-1ß wurden unterschiedliche Veränderungen in der 
TIMP mRNA-Expression deutlich. Während TIMP-1 signifikant hochreguliert wurde, wurden 
TIMP-2 und TIMP-3 herunterreguliert, was für ein Wechselspiel der unterschiedlichen 
TIMPs während einer Entzündung bei NRK-Zellen spricht. Erstaunlicherweise lassen sich 
diese Veränderungen auf mRNA-Ebene nur nach sechs Stunden Stimulation mit IL-1ß 
nachweisen, was eine frühe Reaktion der TIMPs auf einen Entzündungsimpuls beweist. 
TIMP-1 und TIMP-2 scheinen durch das Glucocorticoid HC nicht beeinflusst zu werden, 
zumindest konnte dies, mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht belegt werden. 
Die leichte Hochregulation von TIMP-3 nach einer Inkubation mit HC weist dagegen auf eine 
wichtige Rolle bei der Kontrolle und damit dem physiologischen Ablauf einer 
Entzündungsreaktion hin. 
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4.2.8 Einfluss von Hydrocortison auf die Barrierefunktion von NRK-Zellen  
Wie bereits in der Einleitung (vgl. Kap. 1.1.2) erläutert, besitzen NRK-Zellen nur schwach 
ausgeprägte tight junctions. Demnach ist die Fähigkeit zur Ausbildung einer Barriere 
eingeschränkt. Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) stellt im Gegensatz dazu eine stark 
barrierebildende Endothelzellschicht dar. An einem porcinen und auch Maus Modell der BHS 
konnte eine deutliche Verstärkung der Barriere durch den Einfluss von HC gezeigt werden. 
Neben einer signifikanten Zunahme des elektrischen Widerstands der Zellschicht, der als Maß 
für die Barrierefunktion herangezogen wurde, konnten auch mikroskopische Veränderungen 
in der Struktur der tight junctions beobachtet werden (Hoheisel et al., 1998; Weidenfeller et 
al. 2005).  
Da MMPs und TIMPs in Verdacht stehen eine Modulation der Barrierefunktion von Zellen 
hervorzurufen, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit, um die Auswirkungen einer HC-
Inkubation, in Bezug auf die MMP- und TIMP-Expression, besser analysieren zu können, der 
Einfluss von HC mit Hilfe von elektrischen und mikroskopischen Untersuchungen analysiert 
werden. Dabei wurde der Fokus auf den elektrischen Widerstand, die tight junction-Struktur 
und damit die Barrierefunktion von NRK-Zellen gelegt, um sie anschließend mit den am 
BHS-Modell erzielten Ergebnissen vergleichen zu können. 
4.2.8.1 Einfluss von Hydrocortison auf den elektrischen Widerstand 
Der Einfluss von HC auf die Barrierefunktion wurde zunächst anhand 
impedanzspektroskopischer Messungen mittels der Electric Cell-Substrate Impedance 
Sensing (ECIS)-Technik untersucht (vgl. Kap. 3.2.1). Das Prinzip dieses Verfahrens beruht 
auf der Messung von Veränderungen des Wechselstromwiderstandes (Impedanz) des zu 
untersuchenden Zellmonolayers, wodurch Informationen über Morphologie, Dynamik und 
Migrationsprozesse der Zellen erhalten werden. Dazu wurden NRK-Zellen auf 
Goldfilmelektroden ausgesät, die als sensorische Oberfläche dienen. Diese direkte 
Verbindung zwischen den Zellen und der Elektrode ermöglicht die hohe Sensitivität des 
Verfahrens. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen auf SFM umgestellt und 
anschließend mit 550 nM HC inkubiert (vgl. Kap. 3.2.1.1). Wie bei allen Experimenten wurde 
eine nicht stimulierte Kontrolle, der eine äquivalente Menge Ethanol appliziert wurde, 
mitgeführt. Anschließend wurde der Verlauf des Widerstands über die Zeit beobachtet.  
Die Messung wurde an zwei verschiedenen Passagen, jeweils in Doppelbestimmung,  
durchgeführt.  
Ergebnisse und Diskussion  99 
0 10 20 30 40 50 60
16000
20000
24000
28000
 
 
R
 
(40
0 
H
z) 
/  Ω Ω  Ω Ω
t (h)
 SFM
 HC (550 nM)
 
Abb. 4.18 Zeitlicher Verlauf des Widerstands R bei 400 Hz mit 550 nM Hydrocortison 
inkubierter NRK-Zellen im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen (exemplarisch 
gezeigt ist eine Messung, Mittelwert ± SD der Doppelbestimmung).   
Abbildung 4.18 zeigt den typischen zeitlichen Verlauf des Widerstands R bei 400 Hz von 
NRK-Zellen, die mit HC inkubiert wurden, im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen. Die 
Kontrolle zeigt einen annähernd gleich bleibenden Widerstand von 16000-17000 Ω in den 
ersten 24 Stunden (24 h: 16602 ± 549 Ω). Nach dieser Zeit beginnt der Widerstand leicht zu 
fallen, bis er nach 48 Stunden einen Wert von 14407 ± 253 Ω erreicht. Im Gegensatz dazu 
steigt  der Widerstand der mit HC inkubierten Zellpopulation signifikant an. Während nach 
acht Stunden, vergleichbar mit der Kontrolle, ein Wert von 17413 ± 1659 Ω erreicht wird, 
steigt der Widerstand im Verlauf der Zeit bis auf 24027 ± 2650 Ω nach 48 Stunden. HC 
bewirkt demnach fast eine Verdopplung des elektrischen Widerstands bei NRK-Zellen und 
führt damit zu einer deutlichen Zunahme der Barrierefunktion. 
4.2.8.2 Einfluss von Hydrocortison auf die elektrischen Zellparameter Rb, α und Cm 
Mit Hilfe der ECIS-Technik wird es möglich, neben der Betrachtung von Veränderungen des 
Widerstands über die Zeit bei einer konstanten Frequenz (vgl. Abb. 4.18) eine Untersuchung 
von Impedanzspektren in einem definierten Frequenzbereich vorzunehmen. Anhand dieser 
Spektren wird eine genauere Analyse der morphologischen Veränderungen der Zellen anhand 
von drei Parametern möglich. Der parazelluläre Widerstand Rb erlaubt dabei eine Aussage 
über den Raum zwischen den Zellen, wobei dieser Wert durch die Zell-Zell-Verbindungen 
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(tight junctions) dominiert wird. Durch α lässt sich eine Aussage über den Raum zwischen der 
Elektrodenoberfläche und der Zellunterseite treffen, während die spezifische 
Membrankapazität Cm die Beschaffenheit der Zelloberfläche beschreibt. So sollte im Rahmen 
dieser Arbeit bei NRK-Zellen untersucht werden, in welchem Bereich der Zelle und ihrer 
Umgebung der Einfluss von Hydrocortison sichtbar wird. Hierzu wurden NRK-Zellen wie in 
den oben gezeigten Experimenten (vgl. Kap. 4.2.8.1) auf Goldfilmelektroden kultiviert und 
stimuliert. Nach der Messung des Widerstandsverlaufes wurde ein frequency scan 
durchgeführt, der für die anschließende Auswertung herangezogen wurde. Die Abbildung 
4.19 zeigt den Mittelwert und die Standardabweichung der drei Zellparameter mit HC 
inkubierter und nicht stimulierter Zellen.  
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Abb. 4.19 Veränderung der elektrischen Zellparameter Rb, α und Cm mit 550 nM 
Hydrocortison inkubierter NRK-Zellen im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen 
(n=2, N=4 Mittelwert ± SD).       
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Anhand der Abbildung 4.19 kann ein signifikanter Einfluss von HC auf Rb und damit die Zell-
Zell-Verbindungen detektiert werden. Während für die Kontrollzellen ein Rb-Wert  
von 4,0 ± 0,4 Ωcm2 bestimmt wurde, erreicht Rb unter Einfluss von HC einen etwa um 97 % 
gesteigerten Rb-Wert von 7,9 ± 0,7 Ωcm2.  
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Auch bei α, dem Kontakt der Zellen mit der Elektrode, lässt sich ein signifikanter Einfluss 
von HC erkennen, der jedoch etwas schwächer als bei Rb ausfällt. Während die Kontrollzellen 
einen α-Wert von 3,2 ± 0,3 Ω 0,5cm zeigen, führt der Einfluss von HC zu einer Steigerung des 
α-Wertes um 31% auf 4,2 ± 0,4 Ω 0,5cm. 
Im Gegensatz zu Rb und α lässt sich kein signifikanter Einfluss von HC auf den Cm-Wert und 
damit auf die Zellmembran erkennen. Für die Kontrollzellen ist ein Cm-Wert von 
2,2 ± 0,2 µFcm-2 bestimmt, während die mit HC inkubierten Zellen eine Membrankapazität 
von 2,2 ± 0,03 µFcm-2 zeigen. 
4.2.8.3 Einfluss von Hydrocortison auf die Expression von tight junction-Proteinen 
Wie in Kapitel 4.2.8.1 und 4.2.8.2 gezeigt, bewirkt HC bei NRK-Zellen die Steigerung der 
Barrierefunktion besonders über seinen Einfluss auf den Widerstand, der durch die tight 
junctions dominiert wird (Rb). Rb steigt dabei um etwa 97% im Vergleich zu den Kontrollen. 
So sollte im Rahmen dieser Arbeit eine genauere Betrachtung des Einflusses von HC auf 
ausgewählte tight junction Proteine erfolgen. In Anlehnung an die Dissertation von Psathaki 
(2003) wurden Untersuchungen an den beiden tight junction-Proteinen Occludin und ZO-1 
durchgeführt. Um eine eventuelle Veränderung in der Verteilung bzw. der Struktur der tight 
junctions detektieren zu können, wurden immunzytochemische Färbungen durchgeführt. Für 
die mikroskopischen Untersuchungen wurden NRK-Zellen auf Deckgläschen kultiviert. Nach 
Erreichen der Konfluenz erfolgte die Umstellung auf SFM oder SFM mit HC (550 nM), und 
die anschließende immunzytochemische Anfärbung. 
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Abb. 4.20 Immunzytochemische Anfärbung der tight junction Proteine ZO-1 (A-C) und 
Occludin (D, E) von NRK-Zellen (n=2).     
 Die Zellen wurden unter serumfreien (A, B, D) und serumfreien Bedingungen mit 
550 nM HC für 24 Stunden (C, E) kultiviert. Bild F zeigt eine Zweit-Antikörper-Kontrolle 
(anti-rabbit FITC).        
 Die Pfeile zeigen Anhäufungen von ZO-1 und Occludin. 
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Anhand der Abbildung 4.20 sollte zunächst die Verteilung von Occludin (D und E) genauer 
betrachtet werden. Occludin wird unter serumfreien Kulturbedingungen (D) deutlich an den 
Grenzen der NRK-Zellen exprimiert. Unter Einfluss von HC (E) ist keine Veränderung in der 
Zellmorphologie, zum Beispiel der Größe oder Form, zu detektieren. Auffällig zeigen sich 
jedoch Bereiche, in denen es zu einer Umstrukturierung bzw. Anhäufung von Occludin an 
Zellgrenzen kommt, bei denen mehrere Zellen, meist vier, aneinander stoßen (Pfeile). Da 
dieses Ergebnis bei Occludin nicht so deutlich ausgeprägt war, wurden die Untersuchungen 
am tight junction-Protein ZO-1 genauer untersucht (A, B und C). Unter serumfreien 
Kulturbedingungen (A und B) wird ZO-1, wie auch Occludin, deutlich an den Zellgrenzen der 
NRK-Zellen exprimiert. Dabei werden in dem Zellmonolayer Bereiche sichtbar, die keine 
Veränderungen der ZO-1 Verteilung (A) zeigen aber auch einzelne Bereiche, in denen eine 
Anhäufung bzw. Umstrukturierung von ZO-1 detektierbar wird (B, Pfeile). Unter dem 
Einfluss von HC nimmt die Anzahl dieser Anhäufungen jedoch deutlich zu (C) und sie 
scheinen kompakter ausgeprägt zu sein. Die Veränderungen werden auch hier besonders an 
Kontaktstellen sichtbar, an denen vier Zellen aneinander stoßen. Diese Strukturen werden nur 
in einigen Bereichen deutlich, so dass nicht von einem allgemeinen Phänomen gesprochen 
werden kann, welches eine Widerstandsveränderung erklären könnte. Eine Veränderung der 
Zellmorphologie lässt sich anhand der ZO-1 Verteilung nicht detektieren.  
 
4.2.9 Zusammenfassung und Diskussion zum Einfluss von Hydrocortison auf 
die Barrierefunktion von NRK-Zellen 
Der Einfluss von HC auf die Barrierefunktion wurde im Rahmen des Kapitels 4.2.8 in der 
vorliegenden Arbeit mittels Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)-Methode 
untersucht. Das Prinzip dieser Technik wurde erstmals im Jahr 1984 von Giaever und Keese 
beschrieben. Dabei können morphologische und dynamische Veränderungen von Zellen, die 
zum Beispiel durch biologische oder chemische Stimuli hervorgerufen werden, quantitativ 
und im zeitlichen Verlauf detektiert werden. Da sich Zellen auf einer Goldelektrode wie nicht 
leitende Isolatorpartikel verhalten, wird der elektrische Wechselstromwiderstand (Impedanz) 
der Elektrode im Vergleich zu einer leeren Elektrode erhöht. Durch die Messung des 
frequenzabhängigen Wechselstromwiderstands kann nicht nur eine allgemeine Aussage über 
die Barrierefunktion von Zellen getroffen werden. Darüber hinaus kann durch eine weitere 
Differenzierung der Impedanz in die beschreibenden einzelnen Komponenten des 
Gesamtwiderstands einer Zellschicht, den Zell-Zell-Kontakt (Rb), den Zell-Substrat-Kontakt 
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(α) und die Membrankapazität (Cm), welche eine Auskunft über die Zelloberfläche erlaubt, 
eine Lokalisationsanalyse der Veränderungen vorgenommen werden. Da die Barrierefunktion 
von Zellen häufig mit der Ausbildung bzw. Veränderung der tight junctions einhergeht, ist die 
Betrachtung der einzelnen Parameter von besonderer Bedeutung. Somit ist die ECIS-Methode 
zur Analyse des Einflusses von HC auf die Barrierefunktion von NRK-Zellen besonders 
geeignet. NRK-Zellen sind, wie in der Einleitung bereits erläutert, ein epithelähnlicher Klon 
einer Nierenzelllinie, der mit den tubulären Zellen des Nephrons zu vergleichen ist. Sie 
besitzen eine schwach ausgeprägte Barrierefunktion, was anhand des geringen elektrischen 
Widerstands belegt werden kann. Trotz dieser Charakteristika konnten Prozialeck et al. 
(2006) in ihrer Veröffentlichung zeigen, dass der NRK-52 E-Klon ein adäquates 
Zellkulturmodell darstellt, um Effekte an Zell-Zell-Verbindungen und 
Zelladhäsionsmolekülen zu untersuchen. Dies belegten die Autoren mit einer direkten 
Korrelation des transepithelialen elektrischen Widerstands (TER) mit der parazellulären 
Permeabilität von 14C-Mannitol sowie der Expression von E-Cadherin und der tight junction 
Proteine ZO-1 und Occludin. Im Gegensatz zu dieser eher schwach ausgebildeten 
Barrierefunktion wird der Einfluss von HC auch an einem Modell von primären porcinen 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) untersucht, welches sich, aufgrund seiner 
physiologischen Funktion, durch eine starke Barrierefunktion und damit einem hohen 
elektrischen Widerstand auszeichnet. Bei der Etablierung des porcinen Modells wurde von 
Psathaki (2003) unter anderem ein Fokus auf den Einfluss von HC auf die Barrierefunktion 
der Zellen gelegt. Dabei konnte sie eine signifikante Steigerung der Barrierefunktion 
feststellen. Lohmann (2003) und Hartmann (2007) brachten dieses Resultat mit dem Einfluss 
von HC auf die MMP-Aktivität und TIMP-Expression der Endothelzellen in Verbindung. Um 
die Auswirkungen von HC auf NRK-Zellen genauer beurteilen und eventuell anschließend 
einen Bezug zum Einfluss von HC auf den Wundheilungsprozess herstellen zu können, sollte 
im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls die Untersuchung der Barrierefunktion von NRK-Zellen 
während der Inkubation mit HC analysiert werden. Da sich diese Analysen sich sehr stark an 
den Untersuchungen des porcinen BHS-Modells orientierten, finden sich in der weiteren 
Literatur nur wenige Vergleichsstudien, so dass sich die folgende Diskussion weitgehend auf 
die mit diesem Modell veröffentlichten Daten bezieht. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit 550 nM 
HC zu einem signifikanten Anstieg des elektrischen Widerstands (auf fast 200% des 
Kontrollwerts) und damit zu einer deutlichen Zunahme der Barrierefunktion bei NRK-Zellen 
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führt (vgl. Abb. 4.18). Anhand des Ergebnisses wurde ebenfalls deutlich, dass HC über einen 
sehr langen Zeitraum bei NRK-Zellen wirkt. Während die Kontrollzellen nach 24 Stunden 
bereits einen leichten Abfall des Widerstands zeigen, steigt der Widerstand der mit HC 
inkubierten Zellen bis zu diesem Zeitpunkt stetig an und zeigt auch nach 48 Stunden keinen 
signifikanten Abfall.  
Psathaki (2003) konnte an Endothelzellen der BHS durch den Einfluss von 55 bzw. 550 nM 
HC eine signifikante Steigerung des transendothelialen elektrischen Widerstands (TEER) 
verdeutlichen. Der TEER beschreibt dabei nur denjenigen Widerstand, der durch den Zell-
Substrat-Kontakt und durch die tight junctions entsteht, und wurde mit Hilfe eines 
Filtersystems untersucht. Trotz der unterschiedlichen Methodik können einige Parallelen zu 
der bei NRK-Zellen induzierten Gesamtwiderstandsveränderung im ECIS-Experiment 
gefunden werden. Neben dem steigernden Einfluss von HC auf den Widerstand wurde bei 
Psathaki durch den Zusatz von HC ein hoher transendothelialer Widerstand über mehrere 
Tage bewirkt. Dies spiegelte sich ebenfalls im Verlauf des Gesamtwiderstands bei NRK-
Zellen wider. Die Zellen zeigten unter HC Inkubation auch nach 48 Stunden noch keinen 
Abfall des Widerstands, während die Barriereeigenschaften der Kontrollzellen bereits nach 
24 Stunden nachließen. HC bewirkt somit in beiden Zelltypen nicht nur eine Erhöhung des 
Widerstands, sondern darüber hinaus eine zeitliche Stabilisierung der Barriereeigenschaften. 
Lohmann (2003) und Hartmann (2007) führten diese Veränderung der Barrierefunktion auf 
eine durch HC gesenkte Aktivität verschiedener MMPs und eine durch HC gesteigerte 
Expression von TIMP-3 zurück. So konnte eine verminderte MMP-9 Sekretion und eine 
verringerte MMP-3 mRNA-Expression unter Einfluss von 550 nM HC detektiert werden, 
während TIMP-3 durch HC sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene hochreguliert wurde. 
Diese Resultate konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit an NRK-Zellen ebenfalls 
beobachtet werden. So kann der barrieresteigernde Einfluss von HC auch bei NRK-Zellen, die 
eine eher schwache Barrierefunktion zeigen, durch eine verminderte MMP-9 und MMP-3 
Aktivität sowie eine gesteigerte TIMP-3 Expression erklärt werden. Weiterhin könnten diese 
Veränderungen in der proteolytischen Aktivität zu einer Stabilisierung der Zellen führen.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunächst der Gesamtwiderstand gemessen in dem, 
neben den durch die Zellen hervorgerufenen Widerständen, auch die Widerstände der 
Messapparatur beinhaltet sind. Somit konnte keine Aussage über den Wirkungsort von HC 
bei NRK-Zellen gemacht werden. Um eine detailliertere Aussage zu erhalten, wurden 
anschließend die Parameter Rb, α und Cm bestimmt. Bei der genaueren Betrachtung konnte die 
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Erhöhung des Widerstands auf eine Zunahme von Rb und α zurückgeführt werden, wobei die 
Veränderung des Rb-Wertes deutlicher ausfiel als die von α. Dies verdeutlicht den 
elementaren Einfluss von HC auf die tight junctions und den Kontakt zwischen den NRK-
Zellen und der Goldoberfläche. Im Gegensatz dazu konnte bei Cm,und damit der Oberfläche 
der Zellen, keine signifikante Veränderung gezeigt werden (vgl. Abb. 4.19). 
Auch Psathaki (2003) verfolgte den Einfluss von HC auf die Endothelzellen der BHS mittels 
Rb, α und Cm, wobei erneut Parallelen zu den NRK-Zellen sichtbar werden. Es wurde 
ebenfalls die dominante Wirkung von HC auf den Rb-Wert und damit den Widerstand, der 
durch die tight junctions hervorgerufen wird, deutlich. Dabei kam es im Zeitverlauf zu einem 
signifikanten Anstieg von Rb, wobei dieser nach 50 Stunden in einen Sättigungswert 
überging. So kann eventuell eine Verbindung zwischen der Sättigung des Rb-Wertes und der 
im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Sättigung des Gesamtwiderstandes (vgl. Abb. 4.18) 
vermutet werden. Nach der maximalen Ausbildung der tight junctions kann keine weitere 
Steigerung der Barrierefunktion mehr erreicht werden. Neben der Veränderung der Zell-Zell-
Verbindungen konnte auch Psathaki eine Steigerung des α-Wertes zeigen, die jedoch, wie 
auch bei NRK-Zellen, nicht so stark ausgeprägt war wie die Steigerung des Rb-Wertes. Somit 
konnte auch hier der Einfluss von HC auf den Zell-Substrat-Kontakt bewiesen werden. 
Weiterhin konnte Psathaki keinen Einfluss von HC auf die Membrankapazität detektieren, 
was die Ergebnisse an NRK-Zellen in der vorliegenden Arbeit widerspiegelt. So scheint HC 
keinen Einfluss auf die morphologische Zelloberfläche zu haben.  
Erstaunlicherweise konnten somit für den Einfluss von HC auf NRK-Zellen viele Parallelen 
zu den Endothelzellen der BHS verdeutlicht werden. Obwohl NRK-Zellen eine eher 
schwache Barrierefunktion besitzen, scheint HC in derselben Weise auf die Zellen zu wirken 
wie bei Endothelzellen mit starker Barrierefunktion. Die Ergebnisse unterstützen die 
Vermutung einer protektiven Funktion von HC während einer Entzündungsreaktion. HC 
bewirkt somit, dass durch eine Entzündung kein vollständiger Verlust der Funktion und 
Morphologie des Zellverbandes eintritt. 
 
Da HC überwiegend auf die tight junction Formation wirkt, sollte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit anhand von immunzytochemischen Färbungen die Expression und 
Lokalisation zweier gewählter tight junction Proteine untersucht werden. Prozialeck und 
Edwards (2007) beschreiben die tight junction Proteine Occludin und ZO-1 als wesentliche 
Bestandteile der Zell-Zell-Verbindungen und damit als bedeutende Proteine für die 
parazelluläre Permeabilität in den tubulären Segmenten des Nephrons. Die genaue Verteilung 
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der Proteine innerhalb der Niere ist noch nicht eindeutig geklärt. Für beide konnte jedoch 
bereits eine geringe Expression im proximalen Tubulus nachgewiesen werden, was für einen 
eher durchlässigeren Bereich spricht, und im Gegensatz dazu eine gesteigerte Expression in 
den distalen Segmenten, was eine stärkere Barrierefunktion in diesem Bereich vermuten lässt, 
gezeigt werden. Aufgrund der elementaren Bedeutung und der anscheinenden Kolokalisation 
von Occludin und ZO-1 in der Niere, wurden diese Proteine im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit mittels immunzytochemischer Färbungen genauer untersucht. Weiterhin sollte die 
Zellgröße betrachtet werden, um auszuschließen, dass die gezeigten 
Widerstandsveränderungen auf ein Anschwellen der Zellen unter Einfluss von HC 
zurückzuführen sind.  
Die Occludinfärbung zeigte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine deutliche Expression 
des Proteins in den Zellgrenzen der NRK-Zellen. Unter Einfluss von HC konnten keine 
Veränderungen in der Zellgröße detektiert werden, wodurch eindeutig gezeigt werden konnte, 
dass die Veränderungen von Rb und α nicht auf ein Anschwellen der Zellen zurückzuführen 
sind. In einigen Bereichen der Zellgrenzen wurde eine Anhäufung von Occludin sichtbar. 
Aufgrund der schwachen Ausprägung dieser Effekte wurde die Expression von ZO-1 genauer 
betrachtet. Die Expression des Proteins konnte, analog zu Occludin, in den Zellgrenzen 
detektiert werden. Unter serumfreien Kulturbedingungen konnte vereinzelt bereits eine 
Umstrukturierung der tight junctions beobachtet werden, in denen es zu einer Anhäufung von 
ZO-1 kam. Deutlich verstärkt traten diese Akkumulationen jedoch unter Einfluss von HC auf. 
Dabei konnten in jedem Blickfeld Anhäufungen von ZO-1 in Zellgrenzbereichen, meist an 
Stellen, an denen vier Zellen aneinanderstießen, detektiert werden (vgl. Abb. 4.20). 
Psathaki (2003) konnte an Endothelzellen der BHS ebenfalls nur einen geringfügigen Einfluss 
von HC auf die Occludinexpression in mikroskopischen Färbungen darstellen. Im Vergleich 
dazu wurden die Effekte bei ZO-1 deutlicher. So kann vermutet werden, dass HC einen 
stärkeren Einfluss auf ZO-1 als auf Occludin ausübt. Bei Entzug von HC konnte die Autorin 
eine Umstrukturierung des ZO-1 Proteins in den Zellgrenzen zeigen, wobei diese schmaler 
und verzerrter wirkten, zusätzlich wurde eine langgestrecktere Morphologie der Zellen 
sichtbar. In Anwesenheit von HC konnte dagegen eine verstärkte Ausprägung der 
untersuchten Proteine ohne auffällige Diskontinuitäten beobachtet werden. Die Autorin zog 
dabei Parallelen zwischen dem hohen TER und der damit einhergehenden starken 
Barrierefunktion der Zellen unter Einfluss von HC. Dieselben Phänomene konnten auch 
Calabria et al. (2006) an einer entsprechenden Primärkultur von Rattenendothelzellen der 
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BHS zeigen. Die Autoren schlossen anhand ihrer Ergebnisse darauf, dass HC über die 
Umstrukturierung der tight junctions zu einer Veränderung des TER führt.  
Diese Veröffentlichungen zeigen einige wesentliche Unterschiede zu den in der vorliegenden 
Arbeit gefundenen Ergebnissen. NRK-Zellen zeigten unter HC keine deutlichen 
Veränderungen in der Zellmorphologie. So konnten zum Beispiel keine regelmäßigeren 
Zellgrenzen oder langgestrecktere Zellen detektiert werden. Ebenso ist ein wesentlicher 
Unterschied darin gezeigt, dass bei Calabria et al. alle Zellen diese Veränderungen aufwiesen, 
während bei NRK-Zellen nur in einigen Zellgrenzen veränderte ZO-1 Strukturen sichtbar 
wurden. Die Vermutung, dass HC durch die Umstrukturierung der tight junctions auf den 
TER Einfluss nimmt, ist im Rahmen dieser Arbeit an NRK-Zellen somit nicht eindeutig 
zutreffend, da die Veränderungen nur in Teilbereichen des Zelllayers erschienen.  
Eine Erklärung für die unter Einfluss von HC detektierte Akkumulation von tight junction 
Proteinen in den Zellen könnte durch Schrot et al. (2005) gegeben werden. Der Autor erklärte 
die Stabilisierung von murinen Endothelzellen der BHS unter Einfluss von HC mit einer 
Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts und einer veränderten tight junction Struktur. Dabei 
konnte er zeigen, dass sich unter Einfluss von HC sogenannte „marginal folds“ an den 
Zellgrenzen von Endothelzellen bildeten. Durch den Einfluss von HC wurde nicht nur eine 
gesteigerte Anzahl sondern auch eine Erhöhung dieser Falten deutlich.  
 
 
Abb. 4.21: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen (A, C) und schematische 
Darstellung (B, D) der „marginal folds“ (Schrot et al., 2005).   
 Gezeigt sind murine Endothelzellen der BHS unter serumfreien Bedingungen (A, B) 
und unter Einfluss von 550 nM HC (C, D). 
 
Möglicherweise lassen sich die bei NRK-Zellen gefundenen Anhäufungen von ZO-1 und 
Occludin durch die Bildung von „marginal folds“ erklären. Die Überlappungen der 
Zellgrenzen könnten in der Immunfluoreszenz als Anhäufungen der Proteine erscheinen.  
 
Ergebnisse und Diskussion  109 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dass der 
widerstandssteigernde und damit barriereverstärkende Einfluss von HC auf NRK-Zellen mit 
einer Veränderung in den Zell-Zell-Verbindungen (Rb) und dem Zell-Substratkontakt (α) 
einhergeht, wodurch eine Begründung für die gesteigerte Barrierefunktion der Zellen 
gefunden werden konnte. Dabei kann vermutet werden, dass diese Veränderungen mit einer 
verminderten MMP-Aktivität und einer gesteigerten TIMP-3 Expression zu erklären sind. Da 
die degradativen Einflüsse der MMPs auf die ECM und die tight junctions minimiert werden, 
ist eine Steigerung der Widerstände in diesen Bereichen und somit eine Stabilisierung der 
NRK-Zellen zu erklären. Eine direkte Korrelation zwischen dem Widerstandeffekt und den 
mikroskopischen Veränderungen in der ZO-1- und Occludin-Struktur konnte allerdings nicht 
gezeigt werden. Eine mögliche Erklärung für die detektierten Akkumulationen der tight 
junction Proteine kann in der Bildung „marginal folds“ gefunden werden.  
4.3 Der Wundheilungsprozess am epitheloiden Modellsystem 
Nach der Charakterisierung der NRK-Zellen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der 
Wundheilungsprozess der Zellen genauer untersucht werden, wobei ein wesentlicher Fokus 
auf der Beteiligung von MMPs und TIMPs lag. Wie bereits erläutert, sind 
Entzündungsprozesse während der Wundheilung von zentraler Bedeutung. So sollte 
abschließend der Einfluss von IL-1ß und dem anti-inflammatorisch wirkenden HC auf die 
Wundheilung analysiert werden, um anhand der bereits erhaltenen Ergebnisse einen 
eventuellen Bezug zu MMPs und TIMPs herzustellen.  
In der Literatur werden Wundheilungsstudien meist in vivo durchgeführt, wobei den Tieren 
unterschiedliche Verletzungen zugefügt werden, um anschließend nach einer 
Wundheilungsphase das Gewebe oder die Körperflüssigkeiten zu untersuchen. Um diese, 
teilweise ethisch bedenklichen Versuche reduzieren zu können, wurden im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit in vitro, je nach Fragestellung, zwei verschiedene Wundheilungsassays 
verwendet. Während bei dem traditionellen, mechanischen Assay die Wunde mittels einer 
Pipettenspitze durch den Zellmonolayer gezogen und anschließend die Heilung 
mikroskopisch verfolgt wird, wird das elektrische Assay mittels der ECIS-Technik 
durchgeführt. Die auf der Goldelektrode kultivierten Zellen (vgl. Kap. 4.2.8.1) werden durch 
eine invasive elektrische Spannung irreversibel geschädigt, während die umliegenden Zellen 
nicht beeinträchtigt werden. Das Einwachsen dieser Zellen auf die Elektrode kann 
anschließend impedanzspektroskopisch verfolgt werden (vgl. Kap. 3.2.1.1). Da dieses 
110  Ergebnisse und Diskussion  
Verfahren durch die festgelegte Größe der Elektrode und die automatisierte Verwundung eine 
gesteigerte Sensitivität und Reproduzierbarkeit besitzt, ist es für Studien auf molekularer 
Ebene besser geeignet als das traditionelle Assay, welches im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit für mikroskopische Zwecke verwendet wurde (vgl. Kap. 3.3). 
4.3.1 Vergleich zweier Wundheilungstechniken  
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollte zunächst anhand eines Beispiels überprüft werden, 
dass sowohl das mechanische als auch das elektrische Assay konsistente Effekte zeigen und 
somit eine Kompatibilität zwischen den elektrischen und mikroskopischen Ergebnissen 
vorliegt. Dazu wurde ein Inhibitor (ML-7) einer Kinase verwendet, die nachweislich am 
Wundheilungsprozess beteiligt ist. Die Myosin-light-chain Kinase (MLCK) ist essentiell für 
die Kontraktion des Zytoskeletts, was für die Migration der Zellen während der Wundheilung 
benötigt wird. So wurde ML-7 verwendet, was zu einer Inhibierung der MLCK und damit der 
Wundheilung führen sollte.  
Zunächst wurden NRK-Zellen in 6-Well Platten kultiviert und nach Erreichen der Konfluenz 
auf SFM (Kontrolle) oder SFM mit 15 µM ML-7 umgestellt. Nach einer Äquilibrierung 
wurde der Zelllayer mittels einer Pipettenspitze an drei Stellen verwundet 
(Dreifachbestimmung). Anschließend erfolgten mikroskopische Aufnahmen der Wunde nach 
null, sechs und 24 Stunden.  
Für die Auswertung wurde der Wundheilungsindex (WHI) nach 24 Stunden bestimmt, der ein 
Maß für die Heilung darstellt. Dabei wird die gemessene Breite der Wunde nach 24 Stunden 
zu der Breite der Ausgangsverwundung in Beziehung gesetzt: 
{ }
)0(
)24()0(
hWundbreite
hWundbreitehWundbreiteWHI −=  
Je geringer der Index, desto langsamer verlief die Wundheilung. Parallel dazu wurden NRK-
Zellen auf ECIS-Elektroden kultiviert. Nach konfluenter Aussaat wurden die Zellen auf SFM 
(Kontrolle) oder SFM mit 15 µM ML-7 umgestellt und nach einer Äquilibrierung mittels 
eines elektrischen Impulses verwundet. Dabei werden die Zellen durch kurzzeitiges Anlegen 
eines invasiven elektrischen Feldes an die Elektrode irreversibel geschädigt, wobei die 
Zellschicht lokal zerstört wird. Für die Auswertung wurde der Verlauf der Kapazität bei 
40 kHz betrachtet und der T1/2-Wert bestimmt, welcher ebenfalls ein Maß für die 
Wundheilungsgeschwindigkeit darstellt. Er beschreibt die Zeit, die die Zellen benötigen, um 
die Hälfte der Elektrode erneut zu bewachsen. In Abbildung 4.22 sind die Auswertungen 
beider Experimente gezeigt. 
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Abbildungsteil A zeigt die Auswertung des mechanischen Wundheilungsassays mit und ohne 
ML-7 Inhibition. Durch die Inhibierung der MLCK wird eine Verlangsamung der 
Wundheilung sichtbar. Unter Kontrollbedingungen kann ein WHI von 0,7 ± 0,1 bestimmt 
werden, während der WHI der mit ML-7 behandelten Zellpopulation bei 0,4 ± 0,1 liegt und 
damit eine deutlich inhibierte Wundheilung zeigt. Im Vergleich dazu ist in Abbildungsteil B 
das Ergebnis des elektrischen Assays dargestellt. Es ist unter Zugabe von ML-7 ein deutlich 
höherer T1/2-Wert zu beobachten, was ein langsameres Einwachsen der Zellen auf die 
Elektrode zeigt. Der T1/2-Wert der Kontrolle beträgt 4,1 ± 0,2 Stunden, während die 
inhibierten Zellen 6,3 ± 1,3 Stunden benötigen.  
Anhand dieses Experimentes wurde gezeigt, dass beide Verfahren eine geeignete Methode zur 
Untersuchung von Wundheilungsprozessen darstellen. Es konnte mit Hilfe beider Methoden 
eine inhibierende Wirkung von ML-7 detektiert werden, wodurch im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit der Vergleich zwischen mikroskopischen Untersuchungen und den 
Ergebnissen der elektrischen Messungen gezogen werden kann. 
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Abb. 4.22 Vergleich zwischen mechanischem und elektrischem/ECIS-basiertem 
Wundheilungsassay.        
 A: Auswertung des mechanischen Assays. Aufgetragen ist der für die jeweilige 
Kultivierungsbedingung ermittelte WHI (n=2; Mittelwert ± SD).   
 B: Auswertung des elektrischen Assays. Aufgetragen ist der für die jeweilige 
Kultivierungsbedingung ermittelte T1/2-Wert bei 40 kHz (n=3; Mittelwert ± SD).  
 
4.3.2 Der Wundheilungsprozess bei NRK-Zellen 
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit sollte ein Eindruck in den normalen Wundheilungsprozess 
von NRK-Zellen gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurden zunächst fluoreszenz-
mikroskopische Anfärbungen des Wundrandes durchgeführt. In der Literatur wird 
beschrieben, dass bei der Verwundung von Zelllayern am Wundrand ein Aktinsaum („leading 
edge“) entsteht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob dieser Saum 
auch von NRK-Zellen ausgebildet wird. Für diese Experimente wurden Zellen auf 
Deckgläschen kultiviert und in Anlehnung an alle weiteren Experimente nach Erreichen der 
Konfluenz auf SFM umgestellt. Dem Zelllayer wurde anschließend eine Wunde mittels einer 
Pipettenspitze zugefügt. Um den zeitlichen Verlauf der Bildung des Aktinsaums zu 
dokumentieren, wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Verwundung eine Aktin-
Färbung durch Markierung mit TRITC-Phalloidin durchgeführt.  
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Abb. 4.23 Fluoreszenzmikroskopische Dokumentation des Wundheilungsprozesses von 
NRK-Zellen nach Markierung des f-Aktins mit TRITC-Phalloidin (1, 2, 4 h n=1; 
0, 6 h n=3). 
 
Anhand der Abbildung 4.23 lässt sich die Bildung des Aktinsaums bei NRK-Zellen im 
zeitlichen Verlauf erkennen. Die Färbung direkt nach der Verwundung (0 h) zeigt keinen 
Saum entlang des Wundrandes (Pfeil). Ein bzw. zwei Stunden nach der Verwundung lassen 
sich bereits bei der mikroskopischen Betrachtung unterschiedliche Bereiche am Wundrand 
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detektieren. Während einige Zellen zum Wundschluss pseudopodienartige Ausstülpungen 
bilden und in den Wundspalt hineinragen, liegen andere stationär am Wundrand zurück. Es ist 
bereits ein deutlicher Aktinsaum zu erkennen (vgl. Bild 2 h, Pfeil). Besonders auffällig wird 
eine Umstrukturierung der Aktinfasern in migrierenden Zellbereichen (vgl. Bild 1 h, Pfeil). 
Hier scheint es während der Wundheilung zu einer Umorganisation des Zytoskeletts zu 
kommen, was durch das verstärkte Auftreten von Stressfasern sichtbar wird. Vier bzw. sechs 
Stunden nach der Verwundung ist ein gleichmäßiger Aktinverlauf zu erkennen. Der Saum ist 
am Wundrand deutlich ausgeprägt. An einigen Zellen, die gerade eine Migration durchführen, 
wird der Saum abgeschwächt sichtbar (vgl. Bild 4 h Pfeil). So lassen sich am Wundrand 
mehrere Bereiche definieren. Dort, wo die Zellen nicht migrieren und stationär vorliegen, 
bildet sich ein deutlicher Aktinsaum. Im Bereich von migrierenden Zellen wird dieser Saum 
aufgelöst. 
 
Zur weiteren Analyse der Wundheilung bei NRK-Zellen wurden zwei tight junction-Proteine 
genauer betrachtet. Den Zell-Zell-Verbindungen, unter anderen auch den tight junctions, 
kommt bei dem Wundheilungsprozess eine bedeutende Rolle zu. Beispielsweise wird eine 
Verbindung des Aktomyosinringes, welcher für die Kontraktion während der Wundheilung 
verantwortlich ist, mit einigen tight junction-Proteinen beschrieben (Tamada et al., 2007). Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob Occludin und Claudin-1 am 
Wundrand, an dem eigentlich keine Zell-Zell-Verbindungen vorliegen, exprimiert werden. 
Claudin-1 wurde dabei, neben dem untersuchten Occludin als zusätzliches 
Transmembranprotein gewählt, da für einige Vertreter der Claudin-Familie ein 
beschleunigender Einfluss auf die Wundheilung detektiert werden konnte (Agarwal et al., 
2005). Wie bereits für die Phalloidinfärbung beschrieben, wurden die Zellen auf 
Deckgläschen kultiviert und auf SFM umgestellt. Sechs Stunden nach der Verwundung 
erfolgten die spezifischen Färbungen. Bei den Kontrollzellen wurde die Verwundung erst 
nach der Fixierung der Zellen durchgeführt, um eine schnelle Reaktion der am Wundsaum 
lokalisierten Zellen bis zur Durchführung der Fixierung, auszuschließen. Für jeden der 
Antikörper wurden Zweit-Antikörper-Kontrollen mitgeführt, bei denen keine unspezifischen 
Reaktionen zu detektieren waren. Um einen genaueren Eindruck über die Lokalisation der 
Proteine zu erhalten, wurde der Zellkern mittels DAPI angefärbt.  
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Abb. 4.24 Immunzytochemischer Nachweis der tight junction-Proteine Occludin (A, B, 
n=2) und Claudin-1 (C n=1, D n=3) am Wundrand von NRK-Zellen.  
 Die Färbungen erfolgten nach der Fixierung, direkt (A, C) bzw. 6 h nach der 
Verwundung (B, D). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. Bild E zeigt eine Zweit-
Antikörper-Kontrolle (anti-rabbit TRITC).   
 
Die Aufnahmen A und B zeigen eine deutliche Occludin-Expression im Bereich der Zell-Zell-
Kontakte. Im Zytoplasma wird eine leichte Anfärbung um den Kern herum sichtbar. Am 
Wundrand ist kein Occludin zu detektieren. Sowohl bei migrierenden Zellen (vgl. Bild B, 
Pfeil) als auch in den stationären Bereichen des Wundrandes wird kein Occludin exprimiert. 
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Die Aufnahmen C und D dagegen zeigen ein unerwartetes Ergebnis. Claudin-1 ist nicht an 
den Zellgrenzen lokalisiert, stattdessen wird eine zytoplasmatische Verteilung sichtbar. Direkt 
nach der Verwundung (vgl. Bild C) ist im Bereich des Wundrandes keine Expression zu 
detektieren. Während des Wundheilungsprozesses wird Claudin-1 jedoch am Wundrand 
vermehrt exprimiert (vgl. Bild D, Pfeil), es wird eine Saumbildung im Bereich der stationären 
Zellen sichtbar. An migrierenden Zellen wird diese Anlagerung von Claudin-1 unterbrochen 
(vgl. Bild D Pfeil).  
 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass am Wundsaum von NRK-Zellen stationäre 
Bereiche und Gebiete von migrierenden Zellen, welche mit pseudopodienartigen 
Ausstülpungen in den Wundspalt hineinragen, zu beobachten sind. Am Wundrand wird ein 
Aktinsaum gebildet. Occludin zeigt eine Expression an den Zellgrenzen, während es am 
Wundrand nicht lokalisiert wird. Claudin-1 dagegen zeigt keine Expression an den 
Zellgrenzen, wird jedoch im Verlauf der Wundheilung am Wundrand verstärkt exprimiert. 
 
4.3.3 Zusammenfassung und Diskussion zum Wundheilungsprozess von 
NRK-Zellen 
Den ersten Zellen in vorderster Linie („leading edge“) des Wundrandes wird während des 
Wundheilungsprozesses eine entscheidende Bedeutung zugesprochen. Sie sind für die 
Festlegung der Orientierung, der Wundheilungsgeschwindigkeit und der Koordination der 
Zellbewegungen verantwortlich. Da über den Wundheilungsprozess von NRK-Zellen wenig 
bekannt ist, sollten für einen ersten Überblick zunächst mikroskopische Aufnahmen vom 
Wundrand erfolgen. Wie bereits in der Einleitung erläutert, wird der Wundheilungsprozess 
häufig durch einen Aktinsaum beschleunigt, wobei vermutet wird, dass durch die Kontraktion 
der Zellen am Wundrand ein Wundschluss erreicht wird. Es sollte somit mittels 
Phalloidinfärbungen untersucht werden, ob auch bei NRK-Zellen die Bildung eines 
Aktinsaums während der Wundheilung zu beobachten ist.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der zeitliche Verlauf der Bildung des 
Aktinsaums bei NRK-Zellen gezeigt. Dabei konnte bereits ein bzw. zwei Stunden nach der 
Verwundung die Bildung des Aktinsaums detektiert werden, wobei es im Bereich 
migrierender Zellen zu einer Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts kam. Vier bzw. sechs 
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Stunden nach der Verwundung ließ sich ebenfalls ein deutlicher Saum im Bereich der 
vordersten Zellen beobachten (vgl. Abb. 4.23). 
Die Formation eines Aktinsaums ist in der Literatur weitläufig bekannt. So untersuchten 
bereits Danjo und Gipson (1998) in vivo die Bildung des Saumes an Epithelzellen der Kornea 
adulter Mäuse. Dabei konnten sie drei bis sechs Stunden nach Verwundung einen 
kontinuierlichen Aktinsaum im Bereich der vorderen Zellen beobachten. In den Regionen 
hinter dem Wundrand konnte dabei keine entsprechende Färbung detektiert werden, so dass 
davon ausgegangen werden kann, dass diese Struktur spezifisch für die vordersten Zellen am 
Wundrand ist. Die Autoren konnten weiterhin zeigen, dass die Aktinfilamente durch die 
Bindung an E-cadherin und Catenin mit „adherens junctions“ assoziiert sind, wodurch eine 
Koordination der Zellmigration möglich wird. Fenteany et al. (2000) untersuchten ebenfalls 
die Bedeutung des Aktinsaums während des Wundheilungsprozesses. Dabei konnten sie an 
Madin-Darby canine kidney- Zellen (MDCK-Zellen), analog zu den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit, verschiedene Bereiche am Wundsaum detektieren. Neben Bereichen von 
migrierenden Zellen, die sich durch Bildung von Lamellipodien und eine Unterbrechung des 
strikten Aktinsaums auszeichnen, sind auch stationäre Bereiche am Wundrand zu beobachten. 
In diesen Abschnitten des Wundrandes ist der Aktinsaum am deutlichsten ausgeprägt. Die 
Autoren vermuteten dabei, dass diese Zellen durch die verstärkte Expression von Aktin für 
das „Nachziehen“ der benachbarten Zellen verantwortlich sind. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin die Expression der tight junction 
Proteine Occludin und Claudin-1 am Wundrand der Zellen betrachtet. Da diese Zell-Zell-
Verbindungen zur Ausbildung eines Zellverbandes von elementarer Bedeutung sind, sollte 
untersucht werden, wie die Struktur der Proteine am Wundrand von NRK-Zellen ausgeprägt 
ist. Occludin wurde als ein wichtiger Bestandteil der tight junctions gefärbt, während  
Claudin-1 untersucht wurde, da durch einige Vertreter der Claudin-Familie eine 
Beschleunigung des Wundheilungsprozesses bereits detektiert werden konnte (Agarwal et al., 
2005). Aufgrund der Tatsache, dass tight junctions nur im Bereich der Kontaktstellen von 
Zellen gebildet werden, wurde nicht mit einer Expression der beiden Proteine am Wundrand 
gerechnet. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Occludin im Bereich der 
Zellgrenzen exprimiert wurde. Am „leading edge“ konnte keine Expression zum Wundrand 
gezeigt werden. Jedoch war Occludin auch bei den vordersten Zellen im Bereich der Zell-
Zell-Kontakte deutlich nachweisbar (vgl. Abb 4.24). Claudin-1 dagegen zeigte eine völlig 
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konträre Expression. Während es nicht an den Zellgrenzen von NRK-Zellen detektiert werden 
konnte, war eine zytoplasmatische Lokalisation, besonders um den Kern, zu erkennen. Direkt 
nach der Verwundung ließ sich kein Claudin-1 am Wundrand detektieren (vgl. Abb. 4.24 
Aufnahme C), während sechs Stunden nach Verwundung ein deutlicher Claudin-1-Saum zu 
beobachten war (vgl. Abb. 4.24 Aufnahme D).  
Danjo und Gipson (1998) untersuchten die Expression der tight junction Proteine Occludin 
und ZO-1 am Wundrand von murinen Epithelzellen. Dabei konnten sie im Bereich der 
vordersten Zellen keine tight junctions beobachten, während die Zellen hinter dem „leading 
edge“ die Bildung der Zell-Zell-Verbindungen an den Zellgrenzen zeigten. Da im vordersten 
Bereich des Wundrandes kein Kontakt zu anderen Zellen besteht, kommt es zu keiner 
Ausbildung von tight junctions.  
Analog zu den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnissen zur Claudin-1 Expression, 
konnten Takehara et al. (2009), neben einer Lokalisation von Caludin-1 an den Zellgrenzen, 
eine zytoplasmatische Verteilung bei Caco-2 Zellen detektieren. Im völligen Gegensatz zu 
den für NRK-Zellen erhaltenen Ergebnissen, konnten Takehara et al. jedoch keine verstärkte 
Expression von Claudin-1 am Wundsaum von Caco-2 Zellen detektieren.  
Miyamori et al. (2001) stellten in ihrer Veröffentlichung erstmals den Zusammenhang 
zwischen Claudin-Proteinen und einer MMP-2 Aktivierung her. Dabei konnten sie an 
humanen embryonalen Nierenzellen zeigen, dass Claudin-5, wie auch Claudin-1, nicht nur 
während der Aktivierung von pro-MMP-2 mittels MMP-14 (MT1-MMP) das TIMP-2 
Molekül ersetzen können, sondern zusätzlich die Aktivierung von pro-MMP-2 durch andere 
membranständige MMPs (MT-MMPs) begünstigen. Zusätzlich konnten die Autoren eine 
direkte Interaktion zwischen Claudin-1 und MMP-14 sowie Claudin-1 und MMP-2 zeigen. 
Dabei wurde die Ko-Lokalisation mit MMP-14 nicht nur an den Zellgrenzen und damit in den 
tight junctions sichtbar, sondern auch in anderen Bereichen der Zellen, wie zum Beispiel dem 
Zytoplasma. Dieser Effekt könnte erklären, warum im Rahmen dieser Arbeit bei NRK-Zellen 
nur eine Lokalisation von Claudin-1 im Zytoplasma gezeigt werden konnte. Weiterhin 
schlussfolgerten Miyamori et al., dass Claudin-Proteine zu einer Rekrutierung von MT-MMPs 
und pro-MMP-2 zur Zelloberfläche führen und somit die Aktivierung von MMP-2 verstärken. 
Eine weitere Studie von Yoon et al. (2010) stellt ebenfalls den Zusammenhang zwischen 
Claudin-1 und einer gesteigerten MMP-2 Aktivität dar. Dabei konnte an humanen Leberzellen 
durch die vermehrte Expression von Claudin-1 eine gesteigerte Zellmetastasierung und eine 
beschleunigte Wundheilung detektiert werden. Die Autoren führten diese Veränderungen auf 
die verstärkte Expression von MMP-2 zurück. Weiterhin konnten sie zeigen, dass die 
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Veränderungen durch die verstärkte Claudin-1 Expression über den PKC-
Signaltransduktionsweg vermittelt wurden. 
Die Erkenntnisse beider Studien sowie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gefundenen 
Ergebnisse lassen eine Beteiligung von Claudin-1 am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen 
vermuten. Claudin-1 scheint bei den Zellen nur sekundär bei der Bildung der tight junctions 
beteiligt zu sein, was an der fehlenden Expression an den Zellgrenzen deutlich wird. Beim 
Wundheilungsprozess ist das Protein jedoch anscheinend von elementarer Bedeutung. So 
kann vermutet werden, dass Claudin-1 auch bei NRK-Zellen zu einer Rekrutierung von  
MT-MMPs und pro-MMP-2 zum Wundrand führt, wodurch der starke Claudin-1-Saum zu 
erklären wäre. Im Bereich des „leading edge“ käme es somit neben einer verstärkten MMP-2 
Aktivierung zur vermehrten Expression weiterer MT-MMPs, die ihrerseits zu einer 
verstärkten ECM-Degradation und Aktivierung verschiedener MMPs führen. So ist ein 
schneller Wundschluss über das Zusammenwirken verschiedener Komponenten möglich. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit erstmals eine gesteigerte Claudin-1 Expression am 
Wundrand von NRK-Zellen detektiert und damit eine Beteiligung an diesem Prozess 
visualisiert werden. Durch den Einfluss von Claudin-1 auf verschiedene MT-MMPs kann ein 
neuer Schritt während des Wundheilungsprozesses beschrieben werden. Zusätzlich konnten 
die auch bei anderen Zellen sichtbare Zeichen einer Wundheilung, wie die Bildung eines 
Aktinsaums, detektiert werden. Das zeigt, dass NRK-Zellen ein geeignetes Zellkulturmodell 
zur Analyse von Wundheilungsprozessen darstellen.  
4.3.4 Beteiligung von MMPs und TIMPs am Wundheilungsprozess von NRK-
Zellen 
Neben der grundlegenden Untersuchung der MMP und TIMP-Expression bei NRK-52E-
Zellen sollte ein wesentlicher Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Analyse des 
Wundheilungsprozesses unter möglicher Beteiligung von MMPs und TIMPs liegen. In der 
Literatur wird diese Beteiligung häufig diskutiert (vgl. Kap. 1.7.2). Wie bereits zu Beginn 
dieses Kapitels beschrieben, wurden die meisten dieser veröffentlichten Studien in vivo am 
lebenden Tier durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wundheilung im renalen 
Zellkulturmodell untersucht. 
Zunächst sollte mit Hilfe der sehr sensitiven und standardisierten ECIS-Technik gezeigt 
werden, dass MMPs am Wundheilungsprozess beteiligt sind. Dazu wurde der MMP-
Breitbandinhibitor GM 6001 verwendet, um den Einfluss einer MMP-Inhibition auf die 
Wundheilung zu analysieren. Da der Inhibitor in DMSO gelöst wurde, wurde die mitgeführte 
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Kontrolle je mit einer äquivalenten Menge DMSO versetzt, um eine Reaktion der Zellen auf 
das Lösungsmittel auszuschließen. NRK-Zellen wurden so konfluent auf Goldelektroden 
ausgesät. Nach der Umstellung der Kultur auf SFM und Inkubation mit 50 µM Inhibitor, 
wurden die Zellen auf der Elektrode nach einer Äquilibrierungsphase elektrisch verwundet, 
wobei die Zellen durch kurzzeitiges Anlegen eines invasiven elektrischen Feldes auf der 
Elektrode irreversibel geschädigt und damit die Zellschicht lokal zerstört wird. Für die 
Auswertung wurde, analog zu Kapitel 4.3.1, der T1/2-Wert bestimmt.  
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Abb. 4.25 Einfluss des MMP-Inhibitors GM 6001 auf den Wundheilungsprozess von NRK-
Zellen (n=6, N=12 für Kontrolle und N=14 für GM 50 µM Mittelwert ±  SEM). 
 Die Zellen wurden auf ECIS-Elektroden kultiviert und mittels elektrischem Impuls 
verwundet. Dargestellt ist der für die jeweilige Kultivierungsbedingung ermittelte  
T1/2-Wert bei 40 kHz.        
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Die Kontrollzellen zeigen einen T1/2-Wert von 3,5 ± 0,2 Stunden, was bedeutet, dass diese 
Zellen nach Verwundung im Mittel 3,5 Stunden benötigt haben, um die Hälfte der Elektrode 
wieder zu bewachsen. Im Gegensatz dazu wurde bei den mit GM 6001 versetzten Zellen ein 
T1/2-Wert von 5,1 ± 0,3 Stunden ermittelt. Somit konnte unter dem MMP-Breitbandinhibitor 
eine signifikant verlangsamte Wundheilung beobachtet werden. Offensichtlich sind somit 
matrix-metalloproteolytische Vorgänge am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen beteiligt. 
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4.3.4.1 Regulation der MMP- und TIMP-Expression während des Wundheilungs-
prozesses auf mRNA-Ebene 
Um einen genaueren Einblick in die Beteiligung von MMPs und TIMPs an der Wundheilung 
zu bekommen wurde die Expression von MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 
auf mRNA-Ebene während des Wundheilungsprozesses mittels quantitativer real-time PCR 
untersucht. Dabei wurden Zellen auf Petrischalen bis zur Konfluenz kultiviert, auf SFM 
umgestellt und nach einer Äquilibrierungsphase mittels einer Pipettenspitze mit vier Wunden 
versehen. Die Kontrollzellen wurden nicht verwundet. Nach sechs bzw. 24 Stunden 
Wundheilungsphase erfolgte die Isolierung der RNA. Grundlegend soll hier kurz auf die 
Problematik dieses Verfahrens hingewiesen werden. Durch die Art der Verwundung wird im 
Vergleich zur Gesamtzellmenge in der Petrischale nur ein sehr kleiner Teil der Zellen 
verwundet, wodurch es teilweise schwierig wurde, Effekte signifikant herauszustellen. 
Besonders nach nur sechsstündiger Heilungsphase wurde, durch den geringen Anteil der 
verwundeten Zellen, die Detektion eindeutiger Resultate erschwert.  
Zunächst erfolgte die Analyse der Regulation von MMP-9 und MMP-14 während des 
Wundheilungsprozesses. 
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Abb. 4.26  Quantitative RT-PCR Analyse zur Regulation der MMP-9 und MMP-14 
Expression während des Wundheilungsprozesses von NRK-Zellen (n=3,  
MMP-14 (24h) n=4; Mittelwerte ± SD).      
 Die -∆∆CT-Werte wurden auf ß-Aktin und die nicht verwundeten Kontrollen normiert. 
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Sechs Stunden nach Verwundung lässt sich kein Effekt auf die MMP-9 Expression zeigen  
(-∆∆CT: -0,1 ± 0,1). Im Gegensatz dazu wird nach 24 Stunden bei allen Messungen eine 
leichte Hochregulation von MMP-9 deutlich (-∆∆CT: 0,6  ±  0,1). MMP-14 wird nach sechs 
und 24 Stunden nicht reguliert. Die -∆∆CT-Werte betragen -0,2 ± 0,1 für sechs Stunden und -
0,3 ± 0,4 für 24 Stunden. 
 
Analog zu den MMP Experimenten wurde die Regulation von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 
auf mRNA-Ebene anlaysiert. In Abbildung 4.27 ist die Regulation der TIMP-Expression 
während der Wundheilung dargestellt.  
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Abb. 4.27  Quantitative RT-PCR Analyse zur Regulation der TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 
Expression während des Wundheilungsprozesses von NRK-Zellen (n=3; 
Mittelwerte ± SD).         
 Die -∆∆CT-Werte wurden auf ß-Aktin und serumfreie Kulturbedingungen normiert.
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Für alle drei TIMPs wird ein ähnliches Expressionsmuster deutlich. Während sechs Stunden 
nach Verwundung eine Tendenz zur Hochregulation sichtbar wird (-∆∆CT TIMP-1: 0,5 ± 0,4, 
-∆∆CT TIMP-2: 0,6 ± 0,5 und -∆∆CT TIMP-3: 0,6 ± 0,4), werden TIMP-2 und TIMP-3 nach 
24 Stunden signifikant herunterreguliert (-∆∆CT TIMP-2: -0,6 ± 0,2, -∆∆CT TIMP-3: -
0,8 ± 0,2). TIMP-1 zeigt eine Tendenz zur Herunterregulation nach 24 Stunden  
(-∆∆CT TIMP-1: -0,5 ± 0,2). Die schwankenden -∆∆CT-Werte nach sechs Stunden und die 
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daraus resultierenden großen Fehlerbalken können durch die geringe Anzahl verwundeter 
Zellen und damit einer erschwerten Detektion erklärt werden.  
 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass MMP-9 auf mRNA-Ebene sechs Stunden 
nach Verwundung nicht, nach 24 Stunden hingegen leicht hochreguliert wird. MMP-14 wird 
während des Wundheilungsprozesses auf mRNA-Ebene nicht reguliert. Alle drei TIMPs 
zeigen nach sechs Stunden eine Tendenz zur Hochregulation, während die Gene nach 
24 Stunden herunterreguliert werden. 
4.3.4.2 Regulation der MMP- und TIMP-Expression während des Wundheilungs-
prozesses auf Proteinebene 
Neben den Analysen zur Regulation auf mRNA-Ebene wurde die Regulation der MMP- und 
TIMP-Expression während der Wundheilung auch auf Proteinebene betrachtet. Es sollte 
untersucht werden, ob es Indizien für die Beteiligung von MMP-9, MMP-14 und  
MMP-3 am Wundheilungsprozess gibt. Dafür wurde zunächst die Lokalisation von MMP-9 
und MMP-14 in NRK-Zellen allgemein und eventuelle Veränderungen in der Expression 
während der Wundheilungsphase mittels immunzytochemischer Färbungen sichtbar gemacht. 
Für diese Experimente wurden die Zellen auf Deckgläschen kultiviert, auf SFM umgestellt 
und nach einer Äquilibrierungsphase mit Hilfe einer Pipettenspitze verwundet. Sechs Stunden 
nach der Verwundung erfolgten die spezifischen Färbungen, da zu dieser Zeit eine 
Visualisierung der Migration während des Wundheilungsprozesses optimal war. Zur weiteren 
Untersuchung der Proteinexpression wurden die bereits in vorherigen Kapiteln beschriebenen 
Nachweismethoden der gelatinolytischen Zymographie, des Western Blottings und des 
fluorogenen Assays durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen wie in Kapitel 4.3.4.1 
beschrieben auf Petrischalen kultiviert und auf SFM umgestellt. 24 Stunden nach der 
Verwundung wurden die Zellkulturüberstände 20-fach aufkonzentriert und anschließend in 
den Experimenten verwendet. Wie bereits bei den mRNA-Experimenten erläutert, zeigte sich 
durch die geringe Menge an verwundeten Zellen, im Verhältnis zu den nicht verwundeten 
Zellen auf der Petrischale, die Detektion eines Effektes besonders nach sechs Stunden als 
schwierig. So werden hier die Ergebnisse 24 Stunden nach der Verwundung gezeigt 
(Ausnahme MMP-14). 
 
Zu Beginn sollte die Lokalisation und eventuelle Expressionveränderung von MMP-9 
untersucht werden. Es wurden Zellen sechs Stunden nach Verwundung und Kontrollzellen, 
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die erst nach der Fixierung verwundet wurden, gefärbt. Da die Ergebnisse der MMP-9 
Färbungen meist sehr schwach waren, werden hier sowohl Aufnahmen gezeigt, die mit Hilfe 
des 20-er (vgl. Abb. 4.28) als auch mit dem 63-er Objektiv (vgl. Abb. 4.29) photographiert 
wurden. Für den verwendeten Antikörper wurde eine Zweit-Antikörper-Kontrolle 
durchgeführt, bei der keine unspezifischen Reaktionen detektiert wurden. Um einen 
genaueren Eindruck über die Lokalisation der Protease zu erhalten, wurde der Zellkern mittels 
DAPI visualisiert.  
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Abb. 4.28 Immunzytochemischer Nachweis von MMP-9 am Wundrand von NRK-Zellen 
(n=5)          .
 Die Färbungen erfolgten nach der Fixierung, direkt (A) bzw. 6 h nach Verwundung (D). 
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (B, E). Die Bilder C und F zeigen die 
Überlagerungen (A und B; D und E). Bild G zeigt eine Zweit-Antikörper-Kontrolle  
(anti-Maus TRITC). Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe des 20-er Objektivs. 
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Abb. 4.29 Immunzytochemischer Nachweis von MMP-9 am Wundrand von NRK-Zellen 
(n=5).          
 Die Färbungen erfolgten nach der Fixierung, direkt (A) bzw. 6 h nach Verwundung (D). 
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (B, E). Die Bilder C und F zeigen die 
Überlagerungen (A und B; D und E). Bild G zeigt eine Zweit-Antikörper-Kontrolle (anti-
Maus TRITC). Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe des 63-er Objektivs. 
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Abbildung 4.28 zeigt die MMP-9 Lokalisation in NRK-Zellen mittels des 20-er Objektivs. 
Schwach lässt sich, besonders in den Überlagerungen, eine sichelförmige Anfärbung um den 
Kern erkennen, was für eine Lokalisation der Protease im Endoplasmatischen Retikulum 
spricht. Das Zytoplamsa ist leicht diffus gefärbt. Bei den Aufnahmen nach sechs Stunden 
Wundheilung (D, E und F) sind deutlich Bereiche migrierender Zellen erkennbar, die Zeichen 
für einen gerade ablaufenden Wundheilungsprozess darstellen. Bei der Betrachtung dieser 
Vorwölbungen am Wachstumssaum scheint sich eine leicht verstärkte Anfärbung von MMP-9 
in den Spitzen zu finden. Teilweise sind dort weniger sichelförmige Strukturen detektierbar. 
Ein ähnliches Ergebnis wird in Abbildung 4.29 mit Hilfe des 63-er Objektivs sichtbar. Hier 
werden die sichelförmigen Strukturen um den Kern sehr deutlich (vgl. Abb. D, Pfeil). So ist 
MMP-9 in NRK-Zellen am stärksten im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Vergleicht 
man die Aufnahmen der Überlagerung (C und F), so scheint in der Wachstumsvorwölbung 
eine leichte Verschiebung der MMP-9 Expression zum Zytoplasma hin stattzufinden 
(vgl. Abb. F, Pfeil). Die vermehrte Lokalisation von MMP-9 in den migrierenden Bereichen 
der Wunde konnte an den meisten Passagen detektiert werden. Jedoch zeigte nicht jede 
Wachstumswölbung dieses Ergebnis. Weiterhin soll hier erwähnt werden, dass nicht in allen 
Experimenten eine deutliche Expressionsverstärkung sichtbar war. Trotzdem kann im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die hohe Anzahl der durchgeführten Experimente 
davon ausgegangen werden, dass im Bereich der migrierenden Zellen eine Tendenz deutlich 
wird: Es zeigt sich eine Verschiebung der MMP-9 Lokalisation ins Zytoplasma. 
Der Nachweis der MMP-9 Sekretion in den Zellkulturüberstand erfolgte mittels 
gelatinolytischer Zymographie. Dabei wurden Kulturüberstände von Zellen aufgetragen, bei 
denen der Zelllayer durch vier Wunden stimuliert wurde sowie der Überstand einer nicht 
verwundeten Kontrolle. Die Zymographie wurde an drei verschiedenen Passagen 
durchgeführt.  
Der Überstand der Kontrollzellen zeigt eine deutliche Bande bei ca. 90 kDa, was die 
Sekretion des latenten MMP-9 zeigt. Aktives MMP-9 wird nicht detektiert. Bei dem 
Überstand von verwundeten Zellen wird latentes MMP-9 ebenfalls sichtbar, wobei keine 
Veränderung in der Bandenstärke deutlich wird. Das aktive MMP-9 wird bei einer Größe von 
83 kDa nur sehr schwach exprimiert. So konnte im Rahmen dieser Arbeit, im Gegensatz zur 
Hochregulation auf mRNA-Ebene, kein signifikanter Einfluss auf die MMP-9 Sekretion 
detektiert werden.  
 
 
128  Ergebnisse und Diskussion  
83
175
Kontrolle verwundet
Latentes MMP-9
kDa
Aktives MMP-9
 
Abb. 4.30 Gelatinolytische Zymographie zur Analyse der MMP-9 Sekretion von NRK-Zellen 
während des Wundheilungsprozesses (gezeigt ist exemplarisch eine 
Zymographie).         
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von verwundeten und 
nicht verwundeten Zellen. 
 
Neben MMP-9 sollte ebenso die Lokalisation und eine eventuelle Expressionsveränderung 
von MMP-14 unter Verwundungsbedingungen untersucht werden. Analog zu MMP-9 
wurden Zellen sechs Stunden nach Verwundung und Kontrollzellen, die erst nach der 
Fixierung verwundet wurden, gefärbt. Die durchgeführten Zweit-Antikörper-Kontrollen 
zeigten keine unspezifischen Anfärbungen. Zur besseren Analyse der Lokalisation erfolgte 
eine Kernfärbung mittels DAPI.  
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Abb. 4.31 Immunzytochemischer Nachweis von MMP-14 am Wundrand von NRK-Zellen 
(n=3).          
 Die Färbungen erfolgten nach der Fixierung, direkt (A) bzw. 6 h nach Verwundung (D). 
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (B, E). Die Bilder C und F zeigen die 
Überlagerungen (A und B; D und E). Bild G zeigt eine Zweit-Antikörper-Kontrolle  
(anti-Maus TRITC). Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe des 63-er Objektivs. 
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Die immunozytochemische Anfärbung von MMP-14 zeigt eine deutliche sichelförmige 
Färbung um den Kern (Bilder C und F) und eine leicht diffuse Färbung im Zytoplasma. Die 
sichelförmige Struktur ist im Vergleich zur Visualisierung von MMP-9 sehr deutlich 
angefärbt (vgl. Abb. C, oberere Pfeil). MMP-14 ist folglich bei NRK-Zellen im 
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Interessanterweise können jedoch bei jeder 
Färbung auch Bereiche im Zelllayer gefunden werden, die keine MMP-14 Expression 
aufweisen (vgl. Abb. C, unterer Pfeil und Abb. F, Pfeil). Bei einem Vergleich zwischen der 
Kontrolle und den migrierenden Bereichen während des Wundheilungsprozesses nach sechs 
Stunden lassen sich keine Expressionveränderungen von MMP-14 feststellen. Es werden 
sowohl die Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum, als auch MMP-14 freie Bereiche 
deutlich (vgl. Abb. F). 
Die Sekretion von MMP-14 während des Wundheilungsprozesses wurde mit Hilfe der 
Western Blot Analyse untersucht. Da die Detektion eines Effektes in diesem Fall bereits nach 
sechs Stunden deutlich wurde, sind in Abbildung 4.32 die Überstände von Zellen gezeigt, die 
sowohl sechs, als auch 24 Stunden nach der Verwundung aufkonzentriert wurden. Zusätzlich 
sind die entsprechenden Überstände der unverwundeten Kontrollen abgebildet. Die Western 
Blot Analyse wurde an zwei verschiedenen Passagen durchgeführt.  
Wie anhand der Abbildung 4.32 deutlich wird, kann sowohl sechs Stunden als auch 
24 Stunden nach Verwundung eine leichte Hochregulation von MMP-14 im Vergleich zu den 
Kontrollen beobachtet werden. In den Zellkulturüberständen von verwundeten Zellen lassen 
sich leicht verstärkte Banden im Bereich von 55 kDa feststellen, was für eine vermehrte 
MMP-14 Sekretion spricht. Der Protogoldabgleich zeigt bei den Kontrollen und den 
verwundeten Proben eine äquivalente Proteinmenge. 
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Abb. 4.32  Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der MMP-14 Sekretion von 
NRK-Zellen während des Wundheilungsprozesses (gezeigt ist exemplarisch ein 
Western Blot).         
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von verwundeten und 
nicht verwundeten Zellen nach 6 bzw. 24 Stunden. 
 
Der MMP-3 Nachweis erfolgte mittels eines fluorogenen Assays. Analog zu den anderen 
Experimenten wurden sowohl Kulturüberstände von verwundeten als auch von nicht 
verwundeten Zellen zur Kontrolle vermessen.  
Wie Abbildung 4.33 zeigt, bewirkt die Verwundung des Zelllayers eine deutliche Erhöhung 
der MMP-3 Aktivität (relative MMP-Aktivität der Kontrolle: 2,3 ± 0,1 RFU/min; relative  
MMP-Aktivität der verwundeten Zellen: 3,3 ± 0,2 RFU/min).  
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Abb. 4.33  Fluoreszenzassay zur Analyse der MMP-3 Aktivität von NRK-Zellen während des 
Wundheilungsprozesses (n=8, N=17 für nicht verwundet, N=18 für verwundet 
Mittelwert ± SEM).       
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von verwundeten und 
nicht verwundeten Zellen.       
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass MMP-9 bei NRK-Zellen besonders im 
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Weiterhin kam es in vielen Bereichen 
migrierender Zellen zu einer verstärkten Sekretion der Protease ins Zytoplasma. Mit Hilfe der 
Zymographie konnte keine verstärkte Sekretion von MMP-9 in den Zellkulturüberstand 
detektiert werden. MMP-14 wird bei NRK-Zellen ebenfalls im Endoplasmatischen Retikulum 
exprimiert. Jedoch gab es Bereiche im Zellmonolayer, an denen keine MMP-14 Expression in 
den Zellen detektiert wurde. Anhand von Zellkulturüberständen konnte, im Gegensatz zur 
mRNA-Ebene, eine leicht erhöhte Sekretion von MMP-14 nach einer Verwundung detektiert 
werden. Während des Wundheilungsprozesses kam es des Weiteren zu einer signifikanten 
Erhöhung der MMP-3 Aktivität. 
 
 
Da TIMPs durch ihre Fähigkeit zur MMP-Inhibition eine bedeutende Rolle bei vielen 
Erkrankungen wie auch beim Wundheilungsprozess besitzen, sollte analog zu den MMPs die 
Expression von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 während der Wundheilung auf Proteinebene 
betrachtet werden. Zunächst sollte die Lokalisation und auch Expression der MMP-
Inhibitoren mittels immunzytochemischer Anfärbungen in NRK-Zellen allgemein und im 
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Speziellen während des Wundheilungsprozesses sichtbar gemacht werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte kein funktionsfähiger TIMP-1 Antikörper für Immunfluoreszenzen gefunden 
werden, so dass nur die Ergebnisse für TIMP-2 und TIMP-3 dargestellt werden können. Für 
diese Experimente wurden die Zellen auf Deckgläschen kultiviert, auf SFM umgestellt und 
nach einer Äquilibrierungsphase mit Hilfe einer Pipettenspitze verwundet. Nach 
sechsstündiger Wundheilungsphase wurde mit den Färbungen begonnen. Die mitgeführten 
Kontrollzellen wurden erst nach der Fixierung verwundet. Die durchgeführten Zweit-
Antikörper-Kontrollen für alle hier verwendeten Erst-Antikörper zeigten keine unspezifischen 
Reaktionen.  
Zusätzlich zu den mikroskopischen Untersuchungen wurden, wie in diesem Kapitel bereits für 
MMP-14 beschrieben, Western Blot Analysen durchgeführt, um eine eventuelle 
Sekretionsveränderung von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 während der Wundheilung zu 
detektieren. Für diese Experimente wurden, analog zu den vorherigen Versuchen, 20-fach 
aufkonzentrierte Zellkulturüberstände verwendet. 
 
Zunächst sollte die Sekretion von TIMP-1 während des Wundheilungsprozesses genauer 
betrachtet werden. Dazu wurden Kulturüberstände von Zellen verwendet, die 24 Stunden 
nach der Verwundung aufkonzentriert wurden, sowie Überstände von nicht verwundeten 
Zellen. Die Western Blot Analyse wurde an drei verschiedenen Passagen durchgeführt. 
Die Banden des freien TIMP-1 sind in Abbildung 4.34 bei ca. 28 kDa sichtbar, während im 
Bereich von 50-60 kDa Banden deutlich werden bei denen es sich, wie in Kapitel 4.2.5.2 
beschrieben, um Komplexe mit dem TIMP-1 Protein handeln könnte. Zur Betrachtung einer 
Regulation wird ausschließlich die als freies TIMP-1 identifizierte Bande ausgewertet, wobei 
im Vergleich zur Kontrolle keine eindeutig verstärkte Expression während der Wundheilung 
nachgewiesen wird. Der Protogold-Abgleich indiziert eine äquivalente Proteinverteilung. 
Folglich konnte während des Wundheilungsprozesses von NRK-Zellen keine Veränderung in 
der TIMP-1 Sekretion detektiert werden. 
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Abb. 4.34 Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der TIMP-1 Sekretion von 
NRK-Zellen während des Wundheilungsprozesses (gezeigt ist exemplarisch ein 
Western Blot).         
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von verwundeten und 
nicht verwundeten Zellen nach 24 Stunden.      
 
Zu Beginn der Untersuchungen von TIMP-2 sollten die Lokalisation und eventuelle 
Expressionveränderungen am Wachstumssaum einer Wunde in NRK-Zellen untersucht 
werden (vgl. Abb. 4.35). Dafür wurden Zellen nach sechsstündiger Wundheilungsphase und 
Kontrollzellen angefärbt. Mittels DAPI wurde eine Kernfärbung durchgeführt, um einen 
besseren Eindruck über die Lokalisation des Proteins zu bekommen.  
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Abb. 4.35 Immunzytochemischer Nachweis von TIMP-2 am Wundrand von NRK-Zellen 
(n=3).          
 Die Färbungen erfolgten nach der Fixierung, direkt (A) bzw. 6 h nach Verwundung (D). 
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (B, E). Die Bilder C und F zeigen die 
Überlagerungen (A und B; D und E). Die Zweit-Antikörper-Kontrolle (anti-Maus TRITC) 
ist in Abbildung 4.36 (D) dargestellt. Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe des 63-er 
Objektivs. 
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Die Aufnahmen der Immunfluoreszenz zeigen nach der Fixierung wie auch sechs Stunden 
nach der Verwundung eine deutlich zytoplasmatische Lokalisation von TIMP-2. Bei 
genauerer Betrachtung (vgl. Bilder A und D, Pfeil) wird eine Anfärbung in Form von Fasern 
sichtbar, die sich durch das gesamte Zytoplasma ziehen. Aufgrund dieser sehr strukturierten 
Verteilung könnte eine Kolokalisation mit einem Zytoskelettbestandteil vermutet werden. Im 
Bereich migrierender Zellen lässt sich im Vergleich zur Kontrolle eine deutlich verstärkte 
Expression der faserigen Strukturen erkennen (vgl. Bilder C und F, Pfeil). Interessanterweise 
ist diese sehr deutliche Verstärkung der Fasern jedoch nicht in allen Wachstumsbereichen zu 
finden. 
 
Neben dieser Verteilung während der Wundheilung fiel im Rahmen dieser Arbeit eine weitere 
Lokalisation von TIMP-2 auf, die in diesem Ausmaß nicht zu erwarten war. Da auch die 
allgemeine Expression von TIMP-2 in NRK-Zellen in der vorliegenden Arbeit von Bedeutung 
ist, soll kurz auf dieses Ergebnis eingegangen werden. In Abbildung 4.35 ist erneut eine 
TIMP-2 Färbung dargestellt. 
Bei der Betrachtung der mit TRITC markierten TIMP-2 Proteine wird in zwei Zellen eine 
stark angefärbte, spindelförmige Region im Zentrum der Zellen deutlich (Bild A, Pfeile). In 
der DAPI-Färbung werden in diesem Bereich zwei Zellen sichtbar, die sich augenscheinlich 
in der Mitose befinden (Bild B, Pfeile). Um die genaue Lokalisation zu detektieren, wurde in 
Bild C eine Überlagerung der beiden Färbungen vorgenommen. Dabei wird deutlich sichtbar, 
dass es sich tatsächlich um die Kernregion und damit den Spindelapparat der Zellen während 
der Mitose handelt. 
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Abb. 4.36 Immunzytochemischer Nachweis von TIMP-2 in NRK-Zellen.  
 Bild A zeigt die spezifische Anfärbung von TIMP-2, während in Bild B die Zellkerne mit 
DAPI angefärbt wurden. Bild C zeigt die Überlagerung von A und B. Die Zweit-
Antikörper-Kontrolle (anti-Maus TRITC) ist in Bild D dargestellt. Die Aufnahmen 
erfolgten mit Hilfe des 63-er Objektivs. 
 
Zusätzlich zu den Veränderungen in der Lokalisation bzw. Expression wurde die Sekretion 
von TIMP-2 durch NRK-Zellen während der Wundheilung mittels Western Blot Analyse 
untersucht. Analog zu TIMP-1 sind dabei Kulturüberstände von verwundeten Zellen und nicht 
verwundeter Zellen verwendet worden, die nach 24 Stunden 20-fach aufkonzentriert wurden. 
Der Western Blot wurde an drei verschiedenen Passagen durchgeführt. 
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Abb. 4.37 Western Blot und Protogold-Abgleich zur Analyse der TIMP-2 Sekretion von 
NRK-Zellen während des Wundheilungsprozesses (gezeigt ist exemplarisch ein 
Western Blot).         
 Aufgetragen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von verwundeten und 
nicht verwundeten Zellen nach 24 Stunden. 
 
In Abbildung 4.37 werden die Banden des freien TIMP-2 bei circa 20 kDa detektiert. Wie 
bereits bei vorherigen Western Blots gezeigt (vgl. Abb. 4.13) werden zusätzlich Banden im 
Bereich von ca. 55 kDa detektierbar, die vermutlich aus Komplexbildungen mit anderen 
Proteinen oder TIMP-2-Dimeren resultieren. Zur Betrachtung einer Regulation wird 
ausschließlich die als freies TIMP-2 identifizierte Bande ausgewertet. Bei dem Vergleich der 
Banden zwischen verwundeten und nicht verwundeten Kontrollzellen lässt sich kein 
Unterschied in der Bandenstärke detektieren, so dass anhand der durchgeführten 
Untersuchungen keine Veränderung der TIMP-2 Sekretion bei NRK-Zellen während der 
Wundheilung gezeigt werden kann. Der Protogold-Abgleich zeigt eine äquivalente 
Proteinverteilung. 
 
Analog zu TIMP-2 sollte auch bei TIMP-3 zunächst die Lokalisation in NRK-Zellen 
detektiert werden. Anschließend erfolgte eine Analyse der Expressionsveränderungen 
während des Wundheilungsprozesses. Es wurden erneut Zellen nach der Fixierung bzw. sechs 
Stunden nach einer Verwundung gefärbt. Mittels der verwendeten DAPI-Färbung sollte ein 
genauerer Eindruck hinsichtlich der Lokalisation gewonnen werden.  
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Abb. 4.38 Immunzytochemischer Nachweis von TIMP-3 am Wundrand von NRK-Zellen 
(n=3).          
 Die Färbungen erfolgten nach der Fixierung, direkt (A) bzw. 6 h nach Verwundung (D). 
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (B, E). Die Bilder C und F zeigen die 
Überlagerungen (A und B; D und E). Die Zweit-Antikörper-Kontrolle (anti-Kaninchen 
TRITC) ist in Bild G dargestellt. Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe des 63-er Objektivs. 
 
F C 
20µm 
B 
20µm 
E 
20µm 
A 
20µm 
D 
20µm 
G 
20µm 
20µm 
140  Ergebnisse und Diskussion  
Wie in Abbildung 4.38 dargestellt, zeigt TIMP-3 eine deutlich zytoplasmatische Lokalisation 
(vgl. Bilder A und D). Bei genauerer Betrachtung der Aufnahmen C und F (Pfeile) kann eine 
deutlich verstärkte Expression von TIMP-3 um den Kern herum beobachtet werden. Im 
Gegensatz zu TIMP-2 ist die Verteilung im Zytoplasma wesentlich diffuser, dabei werden 
keine Faserstrukturen deutlich. 
Bei der Untersuchung des Wundheilungsprozesses sechs Stunden nach Verwundung und nach 
der Fixierung (vgl. Bilder C und F) lässt sich keine Veränderung der TIMP-3 Lokalisation 
bzw. Expression am Wundrand detektieren. 
Zusätzlich zu den immunzytochemischen Anfärbungen wurden Western Blots zum Nachweis 
einer Sekretionsveränderung von TIMP-3 bei NRK-Zellen während des 
Wundheilungsprozesses durchgeführt. Jedoch ist keine Aussage über die TIMP-3 Sekretion 
möglich, da kein freies TIMP-3 im Überstand zu detektieren ist. 
 
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass es zu keiner 
Veränderung der TIMP-1 Sekretion während des Wundheilungsprozesses von NRK-Zellen 
kommt. TIMP-2 wird in Form von faserigen Strukturen in NRK-Zellen exprimiert. Es scheint 
zu einer Kolokalisation von TIMP-2 mit einem Zytoskelettbestandteil zu kommen. Während 
des Wundheilungsprozesses ist die Expression des Inhibitors in einigen Bereichen 
migrierender Zellen deutlich verändert. Es kommt zu einer Anhäufung der Faserstrukturen im 
vorderen Bereich der Zellen. Ein weiteres Ergebnis ist die Detektion von TIMP-2 im 
Mitosespindelapparat. Mittels Western Blot konnte keine Sekretionsveränderung von TIMP-2 
während des Wundheilungsprozesses detektiert werden. TIMP-3 zeigt in NRK-Zellen eine 
zytoplasmatische Lokalisation, die vermehrt um den Kern deutlich wird. Während des 
Wundheilungsprozesses lässt sich keine Veränderung der Expression am Wundrand erkennen. 
 
4.3.5 Zusammenfassung und Diskussion zur Beteiligung von MMPs und 
TIMPs am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen 
Die Wundheilung ist ein komplexer Vorgang, bei dem verschiedene Prozesse parallel 
ablaufen, wie zum Beispiel Entzündung, Migration und Um- bzw. Abbau der ECM. Die 
Beteiligung von MMPs und TIMPs an vielen dieser Prozesse und somit an der Wundheilung 
wird in der Literatur häufig beschrieben. Wie bereits erwähnt, wurde die Mehrzahl dieser 
Studien in vivo an Tiermodellen verschiedener Spezies durchgeführt. Um diese teilweise 
ethisch bedenklichen Untersuchungen am lebenden Tier zu umgehen, wurde im Rahmen der 
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vorliegenden Arbeit ein Zellkulturmodell basierend auf den NRK-52E-Zellen verwendet. Die 
Beteiligung von MMPs am Wundheilungsprozess konnte mittels der Verwendung des MMP-
Breitbandinhibitors GM 6001 in vivo bereits gezeigt werden (Agren, 1999; Mirastschijski et 
al., 2004). Darüber hinaus ist bis heute jedoch nicht bekannt, wie die Expression der MMPs 
und TIMPs den Verlauf der Wundheilung beeinflusst.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte erstmals der Einfluss des MMP-Inhibitors 
GM 6001 auf den Wundheilungsprozess einer Nierenzelllinie (NRK-Zellen) mit Hilfe eines 
Untersuchungsverfahrens basierend auf der ECIS-Technik genauer betrachtet werden. Da in 
vivo Untersuchungen an Tieren sehr stark vom Umfeld, d.h. Ort der Untersuchung oder 
anderen physiologisch ablaufenden Prozessen im Körper des Tieres beeinflusst werden 
können, stellt die ECIS-Methode ein standardisiertes und damit gut reproduzierbares 
Verfahren dar. Dabei ist sichergestellt, dass die daraus resultierenden Ergebnisse 
ausschließlich dem Einfluss des Inhibitors zugeordnet werden können. Anhand einer 
impedanzspektroskopischen Messung wurde die Wundheilung der Zellen auf einer 
Goldelektrode verfolgt. Mit Hilfe des T1/2-Wertes, der ein Maß für die 
Wundheilungsgeschwindigkeit darstellt und beschreibt, welche Zeit die Zellen benötigen um 
die Hälfte der Elektrode erneut zu bewachsen, wurde der Einfluss des Inhibitors deutlich. 
So konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Inkubation der NRK-
Zellen mit 50 µM GM 6001 zu einer signifikanten Verlangsamung der Wundheilung führte 
(vgl. Abb. 4.25). Unter Einfluss des Inhibitors benötigten die Zellen dabei fast zwei Stunden 
länger, um erneut auf die Elektrode zu migrieren, was die elementare Bedeutung von MMPs 
am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen zeigt. 
Agren (1999) führte in vivo Untersuchungen an der Haut von Schweinen durch. Dabei konnte 
er makroskopisch eine verlangsamte Wundheilung durch den Einfluss von GM 6001 
beobachten, die jedoch nicht signifikant war. An anschließenden Schnitten konnte er jedoch 
eine deutlich ausgeprägte Epithelzellschicht in den nicht mit dem Inhibitor behandelten 
Wunden zeigen, während unter Einfluss von GM 6001 weniger Epithel detektiert wurde. 
Zusätzlich konnte Agren keine Auswirkungen des Inhibitors auf die Infiltration von 
inflammatorischen Zellen und die Zellproliferation zeigen. Daraus schloss der Autor, dass 
MMPs nicht an der Rekrutierung von Entzündungszellen und an der Proliferation während 
des Wundheilungsprozesses beteiligt sind. Die Studie von Mirastschijski et al. (2004) wurde 
in vivo an Ratten durchgeführt. Dabei konnten die Autoren ebenfalls eine verminderte 
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Epithelialisierung der Wunde unter Einfluss von GM 6001 zeigen. Die Wundheilung verlief 
signifikant langsamer.  
Nachdem die Beteiligung von MMPs am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen in dieser 
Arbeit erstmals gezeigt werden konnte, sollte anschließend untersucht werden, welche 
Funktion den Proteasen während der Wundheilung zukommt. Dabei wurden erneut die bereits 
bei NRK-Zellen charakterisierten Enzyme MMP-9, MMP-14 (MT1-MMP) und MMP-3 
betrachtet. Zunächst wurde, analog zu den Experimenten während inflammatorischen 
Bedingungen, die Veränderungen der MMP-Expression auf mRNA-Ebene analysiert. 
Anschließend erfolgte die Untersuchung der MMP-Lokalisation in den Zellen und die 
Veränderungen in der Proteinsekretion während der Wundheilungsphase. 
Zunächst soll hier eine abschließende Beurteilung über die im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit verwendete Methode des klassischen Wundheilungsassays erfolgen. Ein wesentlicher 
Aspekt bei der Verwundung des Zelllayers mittels einer Pipettenspitze ist die schlechte 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Da die Wunde manuell gezogen wird, sind immer 
Varianzen hinsichtlich der Größe und Struktur der Wunde zu erwarten. Somit waren 
schwankende Ergebnisse, besonders in Bezug auf Absolutwerte, ein großes Problem. Ein 
weiterer Aspekt bei dieser Methode stellt die Menge der verwundeten Zellen dar. Im 
Vergleich zur Gesamtzellmenge auf der Petrischale ist diese sehr gering, so dass bei der 
Detektion von Veränderungen in Zellkulturüberständen und bei RNA-Isolierungen (vgl. z.B. 
real-time PCR Ergebnisse, Western Blots und Zymographien) überwiegend die Ergebnisse 
der unbeeinflussten Zellen zum Tragen kommen. Umso bedeutender stellen sich vor diesem 
Hintergrund signifikante Ergebnisse dar. Diese Veränderungen müssen somit enorm groß 
sein, um sie in den Zellkulturüberständen oder der Gesamt-RNA aller Zellen nachweisen zu 
können. Bei der Interpretation der nun folgenden Ergebnisse soll die geringe Sensitivität der 
Methode immer berücksichtigt werden. 
 
Für MMP-9 konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine elementare Bedeutung bei 
Entzündungsreaktionen in NRK-Zellen nachgewiesen werden (vgl. Kap 4.2.4). 
Bei den Untersuchungen zur Beteiligung von MMP-9 am Wundheilungsprozess von NRK-
Zellen konnte gezeigt werden, dass nach sechsstündiger Wundheilungsphase noch keine 
Regulation der MMP-9 Expression auf mRNA-Ebene zu detektieren war, während 
24 Stunden nach der Verwundung bei allen Experimenten eine leichte Hochregulation 
beobachtet wurde (vgl. Abb. 4.26). Bei der Lokalisationsanalyse mittels 
immunzyochemischer Färbungen konnte eine deutliche Expression des MMP-9 Proteins im 
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Endoplasmatischen Retikulum (ER) beobachtet werden, was für einen ausgeprägten MMP-9 
Metabolismus in NRK-Zellen spricht. In einigen Bereichen von migrierenden Zellen konnte 
während des Wundheilungsprozesses eine verstärkte Expression von MMP-9 detektiert 
werden, wobei es dabei zu einer Verschiebung der Lokalisation ins Zytoplasma kam 
(vgl. Abb. 4.28 und 4.29). Nach einer Verwundung wurde mittels gelatinolytischer 
Zymographie keine signifikante Veränderung der MMP-9 Sekretion in das Zellkulturmedium 
sichtbar (vgl. Abb. 4.30). Die leichte Hochregulation der MMP-9-mRNA nach 24 Stunden 
und die Veränderungen der MMP-9 Lokalisation am Wundrand weisen auf die Beteiligung 
von MMP-9 am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen hin. 
Manuel und Gawronska-Kozak (2006) konnten an nackten Mäusen eine gesteigerte MMP-9 
mRNA- sowie Protein-Expression während der Wundheilung detektieren. Carter et al. (2007) 
detektierten in einer in vivo Studie an Augen von Hunden eine gesteigerte MMP-9 
Proteinexpression mittels gelatinolytischer Zymographie. Dabei zeigten die Autoren, dass 
lediglich das latente MMP-9 involviert war. Zusätzlich wurde diese gesteigerte MMP-9 
Sekretion zu einem frühen Zeitpunkt während des Wundheilungsprozesses sichtbar, während 
nach erfolgter Re-Epithelialisierung keine gesteigerte Expression mehr zu detektieren war. 
Die Autoren folgerten daraus, dass MMP-9 besonders zu Beginn des Heilungsprozesses von 
Bedeutung ist.  
An NRK-Zellen war, im Rahmen der vorliegenden Arbeit, die Detektion einer frühen 
Reaktion von MMP-9 auf eine Verwundung schwierig. Ein Grund für die nicht vorhandene 
mRNA-Regulation nach sechs Stunden kann, wie oben bereits erläutert, in der geringen 
Menge an verwundeten Zellen bestehen. Da bei den real-time Experimenten die RNA der 
gesamten Zellen in der Petrischale analysiert wurde, ist der Anteil der verwundeten Zellen zu 
diesem Zeitpunkt vermutlich nicht ausreichend, um eine Veränderung zu detektieren. So 
könnte auch der fehlende Nachweis einer Hochregulation in der Zymographie begründet 
werden.  
Tripathi et al. konnten, analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, eine verstärkte 
MMP-9 Expression am Wundrand von humanen Kornea-Epithelzellen im Jahr 2008 erstmals 
mittels immunzytochemischer Anfärbungen zeigen. Dabei konnte diese leicht verstärkte 
Expression ebenfalls nur in bestimmten Bereichen des Wundrandes detektiert werden. Die 
Autoren vermuteten neben der bereits beschriebenen Beteiligung von MMP-9 an der 
Migration kornealer Epithelzellen einen Einfluss von MMP-9 auf die Resynthese der 
epithelialen Basalmembran. Die Aufnahmen von Tripathi et al. zeigen teilweise auch die 
Lokalisation von MMP-9 in Sichelform am Zellkern und somit im ER. Dabei wird diese 
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Verteilung jedoch nicht so deutlich wie bei NRK-Zellen, und die Autoren gehen nicht weiter 
auf diese Beobachtung ein.  
Neben vielen Veröffentlichungen, in denen MMP-9 eine essentielle Rolle bei der 
Zellmigration und Wundheilung zugeschrieben wird, werden jedoch immer mehr Studien 
veröffentlicht, in denen durch den Einfluss von MMP-9 eine inhibierende Wirkung auf die 
Zellproliferation gezeigt werden kann (Zusammenfassung in Gill und Parks, 2008). Castaneda 
et al. (2005) zeigten zum Beispiel eine inhibierende Wirkung von exogen appliziertem, 
aktiven MMP-9 auf den Wundheilungsprozess von Darmepithelzellen. Dabei wurde, analog 
zu der vorliegenden Arbeit, die ECIS-Technik als Verwundungsmodell verwendet. Die 
Autoren konnten nach Applikation von aktivem MMP-9 kein vollständiges Einwachsen der 
Zellen auf die Elektrode detektieren. Anhand der MMP-9 Expression wird somit deutlich, 
dass verschiedene MMPs, je nach Zellart und Lokalisation, sowohl aktivierende als auch 
inhibierende Funktionen besitzen können.  
 
MMP-14 (MT1-MMP) konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Beteiligung an entzündlichen 
Prozessen bei NRK-Zellen nachgewiesen werden (vgl. Kap. 4.2.4). In der Literatur wird der 
membranständigen Protease jedoch eine wesentliche Bedeutung bei Wundheilungsprozessen 
zugesprochen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bei der Untersuchung der mRNA-Expression 
sechs bzw. 24 Stunden nach einer Verwundung keine deutliche Veränderung detektiert 
werden (vgl. Abb. 4.26). Bei den Lokalisationsanalysen mittels immunzytochemischer 
Färbungen wurde, wie auch für MMP-9 gezeigt, eine deutliche Expression des Proteins im 
ER sichtbar. Im Gegensatz zu MMP-9 war diese Proteindetektion im ER jedoch nicht in allen 
Bereichen des Zelllayers zu beobachten. Im Zytoplasma konnte eine diffuse Färbung 
detektiert werden. Darüber hinaus war jedoch keine Veränderung der MMP-14 Expression am 
Wundrand zu beobachten (vgl. Abb. 4.31). Im Gegensatz dazu konnte sechs bzw. 24 Stunden 
nach einer Verwundung eine deutliche Hochregulation der MMP-14 Sekretion mittels 
Western Blot Analysen beobachtet werden, was die Beteiligung von MMP-14 am 
Wundheilungsprozess von NRK-Zellen zeigt (vgl. Abb. 4.32). 
Die Beteiligung von MMP-14 an Wundheilungsprozessen wird in der Literatur mehrfach 
beschrieben. So konnten Okada et al. bereits 1997 eine gesteigerte MMP-14 mRNA-
Expression während der Wundheilung von Rattenhaut detektieren. Dabei vermuteten die 
Autoren die Beteiligung von MMP-14 am Wundheilungsprozess durch die Aktivierung von 
MMP-2 und damit einer verstärkten Migration und ECM-Modellierung. Atkinson et al. 
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(2007) konnten die Notwendigkeit einer Beteiligung von MMP-14 am Wundheilungprozess 
von Lungenepithelien an MMP-14 knockout Mäusen zeigen. Dabei wurde eine essentielle 
Bedeutung der Protease für die Zellproliferation während der Wundheilung deutlich. Da 
MMP-14 für die Aktivierung verschiedener MMPs, besonders MMP-2, und auch für die 
Degradation von Kollagenen verantwortlich gemacht wird, ist eine beschleunigende Wirkung 
von MMP-14 auf die Wundheilung zu vermuten. Eine gesteigerte Degradation von 
Kollagenen und eine verstärkte Zellmigration konnten so auch Wolf et al. (2007) an 
Krebszellen zeigen, bei denen eine MMP-14 Überexpression ausgelöst wurde. 
Eine Erklärung für die, im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit NRK-Zellen, fehlende 
Regulation der MMP-14 mRNA könnte erneut in der Methode des mechanischen 
Wundheilungsassays gefunden werden. Durch die geringe Anzahl verwundeter Zellen im 
Vergleich zur Gesamtzellmenge reicht die Stärke der eventuell ablaufenden 
Expressionveränderungen nicht aus, um sie nach der untersuchten Zeitperiode (6 bzw. 
24 Stunden nach Verwundung) detektieren zu können. Im Gegensatz dazu konnte jedoch eine 
vermehrte MMP-14 Proteinsekretion zu beiden Zeitpunkten verdeutlicht werden. Da die 
verwendeten Zellkulturüberstände für die Western Blot Analysen 20-fach aufkonzentriert 
wurden, kann von einer besseren Detektierbarkeit der Regulation ausgegangen werden. Die 
Tatsache, dass die Veränderung der Proteinsekretion von einer nur ganz geringen Menge an 
Zellen hervorgerufen wurde und trotzdem mittels Western Blot nachweisbar war, zeigt die 
wesentliche Bedeutung von MMP-14 während des Wundheilungsprozesses von NRK-Zellen. 
Bei Untersuchungen zur Regulation von MMP-14 konnten Galvez et al. (2002.) eine 
matrixabhängige Lokalisation von MMP-14 beobachten. Während auf Kollagen I, 
Fibronektin oder Fibrinogen kultivierte humane Endothelzellen (HUVEC) eine deutliche 
MMP-14 Expression in den interzellulären Kontakten aufwiesen, wurde bei der Kultivierung 
auf Gelatine (GEL) und Vitronektin (VN), analog zu den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit, nur eine diffuse Lokalisation im Zytoplasma deutlich. Bei genauerer Betrachtung der 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Galvez, werden auch hier teilweise 
sichelförmige Anfärbungen um den Kern sichtbar, was für eine Anhäufung von MMP-14 im 
ER spricht. Dies ist jedoch nicht in jeder Zelle zu beobachten, was eine nicht konstante, nicht 
omnipräsente Expression in den Zellpopulationen zeigt. Die Autoren konnten weiterhin 
zeigen, dass die Art der ECM die Assoziation zwischen MMP-14 und β1 sowie αvβ3 
Integrinen modulierte und es so zu einer unterschiedlichen Regulation, Aktivität und 
Internalisierung von MMP-14 kam.  
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Für MMP-3 hat sich im Rahmen dieser Arbeit eine wesentliche Rolle bei entzündlichen 
Prozessen in der Niere gezeigt (vgl. Kap. 4.2.4).  
Die Bedeutung von MMP-3 bei der Wundheilung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
mittels eines fluorogenen Assays untersucht. Dabei wurde 24 Stunden nach Verwundung eine 
signifikant gesteigerte MMP-3 Aktivität detektiert (vgl. Abb. 4.33). Die Absolutwerte 
schwankten von Passage zu Passage deutlich, was erneut auf die schwierige 
Reproduzierbarkeit des mechanischen Wundheilungsassays zurückzuführen sein dürfte. 
Analog zu den Ergebnissen der MMP-14 Sekretion ist auch dieses Resultat vor dem 
Hintergrund zu betrachten, dass es von einer sehr geringen Anzahl an Zellen im Vergleich zur 
Gesamtzellmenge hervorgerufen wurde. Dementsprechend müssen die Veränderungen sehr 
deutlich gewesen sein, um sie mittels des fluorogenen Assays im Zellkulturüberstand 
nachweisen zu können. 
Die Hochregulation von MMP-3 während des Wundheilungsprozesses wird in der Literatur 
mehrfach beschrieben. So konnten zum Beispiel Zheng et al. (2009) eine gesteigerte MMP-3 
Expression bei dental verwundeten Ratten detektieren. Die Autoren schlossen aus ihren 
Ergebnissen, dass MMP-3 maßgeblich an der dentalen Wundheilung beteiligt ist. Neben 
seinen zahlreichen ECM-degradativen Funktionen kommt MMP-3 auch eine Rolle bei der 
Spaltung und damit Aktivierung von IL-1ß oder pro-TNF-α zu. Diese Funktionen von  
MMP-3 weisen bereits auf eine bedeutende Beteiligung am Wundheilungsprozess hin. 
Darüber hinaus wird MMP-3 jedoch für eine weitere wichtige Reaktion während des 
Wundheilungsprozesses verantwortlich gemacht. Bullard et al. (1999) berichten in ihrer 
Veröffentlichung von einer verlangsamten Wundheilung bei in vivo Experimenten an MMP-3 
defizienten Mäusen. Dabei wurde keine Beeinträchtigung der Zellmigration und Re-
Epithelialisierung sichtbar. Die Autoren konnten jedoch einen Einfluss von fehlendem  
MMP-3 auf die Aktin-Organisation in den Wundbereichen detektieren. Sie postulierten eine 
Beteiligung von MMP-3 an der Organisation des Aktin-Netzwerks und damit verbunden die 
Beteiligung an frühen Kontraktionen der Wunde, die zu einem normalen Wundschluss führen. 
Dabei nehmen Bullard et al. an, dass MMP-3 über die Modellierung der Zell-ECM-
Interaktion und über die Freisetzung von Zytokinen oder anderen Faktoren zur Organisation 
des Aktinnetzwerkes beiträgt. 
Wie bereits in Kapitel 4.3.3 erläutert, ist der Aktinsaum bei NRK-Zellen vermutlich für das 
„Nachziehen“ des Zelllayers zum Wundschluss verantwortlich. Dies unterstreicht die von 
Bullard et al. gefundenen Resultate.  
 
Ergebnisse und Diskussion  147 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals mit Hilfe des MMP-
Breitbandinhibitors GM 6001 die Beteiligung von MMPs am Wundheilungsprozess von 
NRK-Zellen gezeigt werden. Die Beteiligung von MMP-9, MMP-14 und MMP-3 wurde 
dabei zum ersten Mal an NRK-Zellen dokumentiert. 
 
 
Neben der Beteiligung von MMPs am Wundheilungsprozess stand auch die Analyse der 
TIMPs bei NRK-Zellen im Fokus dieser Arbeit. Da TIMPs als endogene Inhibitoren der 
MMPs fungieren, könnte zur Kontrolle der MMP-Expression und damit des Ablaufs der 
Wundheilung eine Beteiligung von einem oder mehreren TIMPs am Wundheilungsprozess 
vermutet werden. So erfolgte parallel zu den MMP Experimenten auch die Untersuchung der 
Funktion der TIMPs am Wundheilungsprozess der NRK-Zellen. Dabei wurde der Fokus auf 
TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 gelegt. 
 
Für TIMP-1 konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit NRK-Zellen eine wesentliche 
Beteiligung an entzündlichen Prozessen gezeigt werden (vgl. Kap. 4.2.7). Es war der einzige 
MMP-Inhibitor, für den nach IL-1β Applikation eine signifikante mRNA- Hochregulation 
und eine leichte Herunterregulation der TIMP-1 Sekretion detektiert wurde. 
Nach sechsstündiger Wundheilungsphase konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit für 
TIMP-1 eine Tendenz zur Hochregulation auf mRNA-Ebene detektiert werden. Wie auch für 
die beiden anderen Inhibitoren sichtbar (vgl. Abb. 4.27, Fehlerbalken) waren nach sechs 
Stunden sehr schwankende Ergebnisse zu beobachten. Sie sind jedoch trotzdem zur 
Interpretation gezeigt, da erneut aufgrund der Methodik nur eine geringe Anzahl verwundeter 
Zellen zu diesem Effekt beiträgt und somit bei den Ergebnissen von einer Tendenz 
gesprochen werden kann. Nach 24 Stunden Wundheilungsphase war eine leichte 
Herunterregulation zu detektieren (vgl. Abb.4.27). In den Western Blot Analysen war 
24 Stunden nach einer Verwundung im Zellkulturüberstand keine Veränderung der TIMP-1 
Sekretion zu detektieren (vgl. Abb. 4.34). Das Fehlen einer Regulation auf Proteinebene, 
obwohl Veränderungen in der mRNA-Expression detektiert wurden, könnte an einer sehr 
schwachen Regulation oder einer noch zu geringen Sezernierung der verwundeten Zellen 
liegen, so dass sie mittels Western Blot nicht detektiert werden konnte. 
Die Expression von TIMP-1 konnte beim Menschen in der akuten Phase an Hautwunden 
sowohl im Epithelium, als auch im Stroma nachgewiesen werden. Bei einer chronischen 
Wunde konnte TIMP-1 nur im Stroma detektiert werden (Ravanti und Kähäri, 2000). Beide 
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Befunde verdeutlichen grundsätzlich eine Beteiligung von TIMP-1 am Wundheilungsprozess. 
Soo et al. (2000) untersuchten die Expression verschiedener MMPs und TIMPs in vivo bei 
Hautwunden von Ratten. Dabei konnten die Autoren einen raschen Anstieg der TIMP-1 
mRNA nach einer Verwundung detektieren, der jedoch schnell wieder auf sein 
Ausgangsniveau sank. Weiterhin machten die Autoren deutlich, dass sich diese 
Hochregulation mit dem entzündlichen Ablauf und der epithelialen Migrationsphase während 
des Wundheilungsprozesses deckte. Die Beteiligung von TIMP-1 an der zum Schluss 
ablaufenden Reparationsphase schlossen Soo et al. aus. 
Die rasche Hochregulation der TIMP-1 mRNA während der Wundheilung spricht für eine 
Beteiligung am entzündlichen Prozess der Wundheilung. Weiterhin wird TIMP-1 als 
wichtiger Inhibitor für MMP-9 beschrieben. So könnte eine weitere Funktion von TIMP-1 
während des Wundheilungsprozesses auch eine intermediäre Inhibierung von MMP-9 in den 
migrierenden Bereichen des Wundsaums darstellen, damit der Rest des Zelllayers 
„nachgezogen“ werden kann. Die Egalisierung der Hochregulation bzw. die im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit gefundene leichte Herunterregulation der TIMP-1-mRNA könnte mit 
dem Ende der Migration und damit der Wundheilungsphase erklärt werden. Nach 24 Stunden 
zeichnet sich beispielsweise in dem mechanischen Wundheilungsassay zumeist das Ende des 
Wundheilungsprozesses von NRK-Zellen ab, die Wunde ist entweder fast oder bereits 
vollständig geschlossen. So könnte die Herunterregulation von TIMP-1 darauf hinweisen, 
dass der Wundheilungsprozess bereits abgeschlossen ist. Um eine zuvor hochregulierte 
TIMP-1 Expression auszugleichen, könnten die Zellen mit einer leichten Herunterregulation 
auf mRNA-Ebene reagieren.  
 
TIMP-2 ist ein weiterer MMP-Inhibitor, der bei NRK-Zellen im Rahmen dieser Arbeit 
detektiert werden konnte. Neben der Beteiligung an entzündlichen Prozessen (vgl. Kap. 4.2.7) 
wurde auch die Bedeutung von TIMP-2 während der Wundheilung untersucht.  
Auf mRNA-Ebene zeigte sich für TIMP-2 im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein 
vergleichbares Bild zur TIMP-1 Expression. Sechs Stunden nach der Verwundung wurde 
dabei ebenfalls eine Tendenz zur Hochregulation deutlich, während nach 24 Stunden eine 
signifikante Herunterregulation zu detektieren war (vgl. Abb. 4.27). Bei den 
immunzytochemischen Färbungen konnte eine zytoplasmatische Lokalisation von TIMP-2 
gezeigt werden, wobei sich die Färbung in einer faserartigen Struktur durch das gesamte 
Zytoplasma zog. Am Wundrand konnte in einigen Bereichen migrierender Zellen eine 
deutlich verstärkte Anhäufung der Fasern und damit der TIMP-2 Expression detektiert 
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werden (vgl. Abb.  4.35). Nach 24-stündiger Wundheilungsphase wurde, analog zu TIMP-1, 
jedoch keine Veränderung der TIMP-2 Sekretion detektiert (vgl. Abb. 4.37).  
TIMP-2 konnte in akuten und chronischen Hautwunden des Menschen sowohl im Epithelium 
als auch im Stroma detektiert werden (Ravanti und Kähäri, 2000). Diese Befunde 
unterstreichen die Bedeutung von TIMP-2 während der Wundheilung. Gantus et al. (2006) 
untersuchten in vivo die Regeneration von Hautnerven von Ratten unter Beteiligung von 
MMPs und TIMPs. Dabei konnten die Autoren nach einer Verwundung bzw. Quetschung der 
Nerven, vergleichbar mit der mRNA-Regulation im Rahmen der vorliegenden Arbeit, 
zunächst eine gesteigerte TIMP-2 Proteinexpression zeigen, die im Verlauf der Wundheilung 
in eine leichte Herunterregulation überging. Gantus et al. führten die Hochregulation zeitlich 
auf die Phase einer gesteigerten ECM-Ummodellierung zurück. In zwei weiteren 
Veröffentlichungen wurde eine Interaktion von TIMP-2 mit α3β1-Integrin beschrieben, 
wodurch es zu einer Inhibition des Zellzyklus in der G1-Phase der Mitose kam (Perez-
Martinez und Jaworski 2005, Seo et al. 2006). So machten Seo et al. TIMP-2 dabei für die 
Inhibierung der endothelialen Zellmigration verantwortlich, während Perez-Martinez und 
Jaworski TIMP-2 als wesentlichen Faktor für die neuronale Differenzierung in Mäusen 
betrachten. Stetler-Stevenson (2008) beschreiben das α3β1-Integrin als ersten bekannten 
Zelloberflächenrezeptor für TIMP-2, wodurch TIMP-2 in der Lage ist, neben der MMP-
Inhibierung viele andere Funktionen durch Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden in 
Gang zu setzen.  
Die Hochregulation von TIMP-2 könnte somit mit der Koordination des ECM-Um- und 
Abbaus begründet werden, da während der Wundheilung eine ausufernde MMP-Aktivität zu 
einem gestörten Wundheilungsprozess führen würde. Es wäre denkbar, dass TIMP-2 durch 
die Inhibition verschiedener MMPs oder des Zellzyklus im Bereich von migrierenden Zellen 
zu einer Limitierung der Migration bzw. ECM-Degradation führt, um dem restlichen 
Zelllayer das „Nachrücken“ zu ermöglichen. Diese These wird durch die vermehrte TIMP-2 
Expression in einigen Bereichen von migrierenden NRK-Zellen während der Wundheilung, 
wie sie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, gestützt. Zusätzlich wird TIMP-2 auch in 
der Literatur häufig mit der Inhibition der Zellmigration assoziiert (Stetler-Stevenson 2008; 
Endo et al. 2003). Da TIMP-2 eine wesentliche Rolle bei der MMP-2 Aktivierung spielt, 
könnten die Zellen durch die anschließende Herunterregulation eine Normalisierung der 
MMP- Expression und damit den Abschluss der Wundheilung regulieren. 
Eine Besonderheit bei den Untersuchungen zur TIMP-2 Lokalisation im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit an NRK-Zellen stellte die faserförmige Verteilung im Zytoplasma dar, 
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die eine Assoziation von TIMP-2 mit einem Zytoskelettbestandteil nahelegt. Zusätzlich zu 
dieser bemerkenswerten Verteilung während der Wundheilung wurde eine ausgeprägte 
Expression von TIMP-2 an der Mitosespindel von NRK-Zellen sichtbar (vgl. Abb. 4.36).  
Zur Lokalisation von TIMP-2 am Mitosespindelapparat lässt sich keine Referenz in der 
Literatur finden. So wäre eventuell eine weitere Erklärung für den Einfluss von TIMP-2 auf 
den Zellzyklus und damit auch die Zellmigration eine direkte Bindung von TIMP-2 an 
Mikrotubuli-Strukturen, wodurch der weitere Ablauf der Mitose inhibiert würde. Weiterhin 
kann ein vesikulärer Transport von TIMP-2 vermutet werden, was auch die faserige Struktur 
der TIMP-2 Expression im Zytoplasma erklärt würde. Die Kolokalisation von TIMP-2 und 
Mikrotubuli ist in der Literatur ebenfalls nicht beschrieben. Um diese Interaktion zwischen 
dem Inhibitor und Mikrotubuli zu bestätigen, müssten in weiteren Untersuchungen zum 
Beispiel Präzipitationsversuche durchgeführt werden, um eine Interaktion zwischen TIMP-2 
und Tubulin nachzuweisen.  
 
TIMP-3 wurde als weiterer Inhibitor hinsichtlich der Lokalisation und Regulation während 
des Wundheilungsprozesses an NRK-Zellen genauer untersucht. Wie bereits in Kapitel 4.2.7 
beschrieben, wird TIMP-3 durch sein breites Inhibitionsspektrumspektrum und die 
inhibierende Wirkung auf das ADAM-17 (tumour necrosis factor α converting enzyme, 
TACE) eine bedeutende Rolle bei Entzündungsreaktionen zugeschrieben. Dies konnte durch 
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, besonders durch den spezifischen Einfluss von HC 
auf TIMP-3 verdeutlicht werden. Somit war auch die Untersuchung der Beteiligung von 
TIMP-3 an den entzündlichen Reaktionen eines Wundheilungsprozesses von elementarer 
Bedeutung.  
Erstaunlicherweise zeigte sich auch für TIMP-3 auf mRNA-Ebene eine vergleichbare 
Regulation wie für TIMP-1 und TIMP-2. Während nach sechsstündiger Wundheilungsphase 
eine Tendenz zur Hochregulation zu detektieren war, wurde 24 Stunden nach Verwundung 
eine signifikante Herunterregulation deutlich (vgl. Abb. 4.27). Dabei sei erwähnt, dass  
TIMP-3, im Vergleich zu den beiden anderen TIMPs, nach 24 Stunden die deutlichste 
Regulation zeigte. Anhand der Lokalisationsuntersuchungen konnte TIMP-3 bei NRK-Zellen 
im Zytoplasma, besonders im Bereich des Kerns, beobachtet werden. Während des 
Wundheilungsprozesses war keine veränderte Expression bzw. Lokalisation am Wundrand zu 
detektieren (vgl. Abb. 4.38). Bei den zusätzlich durchgeführten Western Blot Experimenten 
konnte erneut keine Aussage über die TIMP-3 Sekretion erfolgen, da kein freies TIMP-3 in 
den Zellkulturüberständen nachgewiesen wurde (vgl. Abb. 4.14). 
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TIMP-3 wurde bereits in akuten und chronischen Hautwunden des Menschen sowohl im 
Epithelium als auch im Stroma lokalisiert, was für eine Beteiligung des Inhibitors am 
Wundheilungsprozess spricht (Ravanti und Kähäri, 2000). Da TIMP-3 nicht löslich, sondern 
an die ECM gebunden vorliegt, ist die Untersuchung der Funktion des Inhibitors teilweise 
schwierig. Okada et al. (1997) konnten bei Hautwunden von Ratten einen zweiphasigen 
Verlauf der TIMP-3 mRNA-Expression zeigen. Dabei wurde zunächst eine Hochregulation 
nach der Verwundung deutlich, während sich diese schnell wieder egalisiert hatte. Im 
späteren Wundheilungsverlauf konnte allerdings ein erneuter kurzzeitiger Anstieg detektiert 
werden. Die Autoren determinierten diese Hochregulationen zeitlich mit dem Beginn und 
dem Ende der epithelialen Zellmigration. Rosso et al. (2007) beschreiben in ihrer 
Veröffentlichung einen Zusammenhang zwischen der Zellmotilität von ovarialen Krebszellen 
und der Spaltung des activated leukozyte cell adhesion molecule (ALCAM) durch ADAM-17. 
Die Autoren vermuten, dass diese Spaltung zu einer Verringerung der Zelladhäsion und somit 
zu einer gesteigerten Metastasierung führt. Da TIMP-3 als ein wesentlicher Inhibitor des 
TACE gilt, wird auch eine Beteiligung des Inhibitors an der Zellmotilität vermutet. 
Die Regulation von TIMP-3 im Wundheilungsverlauf könnte somit zur Regulation des 
Entzündungsprozesses und der Zellmotilität beitragen. Es wäre zum Beispiel denkbar, dass 
TIMP-3 an der zyklischen Abfolge von Zellmigration und anschließender Inhibition der 
Migration, um dem restlichen Zelllayer das „Nachrücken“ zu ermöglichen, beteiligt ist.  
Anhand der Lokalisationsuntersuchungen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit 
NRK-Zellen erstmals eine zytoplasmatische Verteilung von TIMP-3 um den Kern herum 
belegt werden. Die Tatsache, dass während der Wundheilung keine Veränderung dieser 
Expression, besonders am Wundrand, detektiert werden konnte, lässt vermuten, dass TIMP-3 
keinen direkten Einfluss auf den Wundsaum ausübt. So kann, wie bereits bei Rosso et al. 
beschrieben, eine indirekte Wirkung von TIMP-3 über die Inhibition verschiedener MMPs 
oder zum Beispiel des TACE ein Einfluss auf die Wundheilung vermutet werden. 
 
Aufgrund der Methodik des mechanischen Wundheilungsassays, bei dem nur eine sehr 
geringe Anzahl verwundeter Zellen im Verhältnis zur Gesamtzellmenge zu den erhaltenen 
Ergebnissen beitrugen, war die Detektion einer Regulation der MMP-Inhibitoren schwierig. 
Für TIMP-2 konnte jedoch durch die deutlich vermehrte Expression in einigen Bereichen von 
migrierenden Zellen während der Wundheilung eine bedeutende Rolle gezeigt werden. Auch 
für TIMP-1 und TIMP-3 ist eine Beteiligung am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen zu 
vermuten. 
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4.3.6 Einfluss inflammatorischer und anti-inflammatorischer Agenzien auf den 
Wundheilungsprozess von NRK-Zellen 
Da bereits in Kapitel 4.2 eine stimulierende Wirkung von IL-1ß und eine supprimierende 
Wirkung von HC auf verschiedene MMPs gezeigt werden konnte, wurden vor diesem 
Hintergrund die Auswirkungen einer Entzündung und des anti-inflammatorisch wirkenden 
HC auf den Wundheilungsprozess betrachtet. So sollten weitere Indizien für eine Beteiligung 
von MMPs und TIMPs am Wundheilungsprozess gesucht und eventuelle Zusammenhänge 
mit der Wirkung der Agenzien auf die Wundheilung detektiert werden.  
Zu diesem Zweck wurden NRK-Zellen mit IL-1ß bzw. Hydrocortison stimuliert bzw. 
inkubiert und anschließend die Auswirkungen auf den Wundheilungsprozess analysiert. 
4.3.6.1 Einfluss von IL-1ß auf den Wundheilungsprozess 
Wie bereits in Kapitel 4.2 dargestellt, zeigt IL-1ß bei NRK-Zellen deutliche Auswirkungen 
auf die MMP und TIMP Expression. Während MMP-9 und MMP-3 deutlich hochreguliert 
wurden, zeigten TIMP-2 und TIMP-3 auf mRNA-Ebene eine Herunterregulation durch IL-1ß. 
Aufgrund dessen lag die Vermutung nahe, dass IL-1ß zu einer beschleunigten Wundheilung 
führen könnte. Es sollte daher untersucht werden, ob IL-1ß tatsächlich einen Einfluss auf die 
Wundheilung zeigt. Dazu wurden NRK-Zellen konfluent auf Goldelektroden ausgesät und 
anschließend auf SFM (Kontrolle) und SFM mit 5 ng/ml IL-1ß umgestellt. Nach einer 
Äquilibrierungsphase wurden die Zellen elektrisch verwundet und der Wundheilungsprozess 
impedanzspektroskopisch verfolgt. Da der IL-1ß Effekt wider Erwarten nicht sehr eindeutig 
ausfiel, wurde die Messung an neun verschiedenen Passagen (jeweils in Doppel- bzw. 
Dreifachbestimmung) durchgeführt. Zur Auswertung wurde der T1/2-Wert herangezogen.  
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Abb. 4.39 Einfluss von IL-1ß auf den Wundheilungsprozess von NRK-Zellen (n=9, N=18 für 
Kontrolle, N=20 für IL-1β Mittelwert ±  SEM).     
 Die Zellen wurden auf ECIS-Elektroden kultiviert und mittels elektrischem Impuls 
verwundet. Dargestellt ist der für die jeweilige Kultivierungsbedingung ermittelte  
T1/2-Wert bei 40 kHz. 
 
Anhand der Abbildung 4.39 wird keine Signifikanz der Messergebnisse deutlich. Im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle konnte jedoch bei jeder Präparation durch den 
Einfluss von IL-1ß eine Tendenz zur Beschleunigung der Wundheilung detektiert werden. 
Der zusammengefasste T1/2-Wert der Kontrolle beträgt 3,9 ± 0,4 Stunden, während der  
T1/2-Wert der stimulierten Zellpopulation 3,4 ± 0,3 Stunden beträgt. 
Um einen genaueren Eindruck über die Auswirkung einer Stimulation mit IL-1ß parallel zu 
einer Verwundung auf die MMP-Expression zu erlangen und somit eventuell eine Erklärung 
für die nur schwach ausfallende Beschleunigung der Wundheilung durch IL-1ß zu erhalten, 
wurden Untersuchungen mit Hilfe des sensitiven MMP-3 Fluoreszenzassays durchgeführt. 
Analog zu den impedanzspektroskopisch untersuchten Bedingungen wurden 
Kulturüberstände von verwundeten Zellen verwendet, die nur mit SFM bzw. mit 5 ng/ml  
IL-1ß für 24 Stunden inkubiert worden sind. Zusätzlich wurden zwei weitere Bedingungen 
gewählt um einen umfassenden Eindruck zur MMP-3 Aktivität zu erhalten. Dabei sind 
Kulturüberstände von nicht verwundeten Zellen vermessen worden, die für 24 Stunden mit 
5 ng/ml IL-1ß stimuliert wurden, sowie die Überstände von nicht behandelten Kontrollzellen. 
Nach der Inkubation und damit 24-stündiger Wundheilungsphase wurden die Überstände  
20-fach aufkonzentriert. Die Messung wurde an zwei verschiedenen Passagen jeweils in 
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Dreifachbestimmung durchgeführt. Aufgrund der schwankenden Absolutwerte der beiden 
Messungen wird ein Assay exemplarisch gezeigt. (vgl. Abb. 4.40).  
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Abb. 4.40  Fluoreszenzassay zur Analyse der MMP-3 Aktivität von NRK-Zellen unter 
verwundeten und stimulierten Bedingungen (gezeigt ist exemplarisch ein Assay, 
Mittelwert ± SD der Doppelbestimmung).    
 Vermessen wurden 20-fach aufkonzentrierte Kulturüberstände von verwundeten 
Zellen, die mit 5 ng/ml IL-1ß für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie nicht stimulierten 
Zellen. Weiterhin wurden Kulturüberstände von nicht verwundeten Zellen vermessen, 
die mit 5 ng/ml IL-1ß für 24 Stunden stimuliert wurden, sowie nicht stimulierte 
Kontrollzellen. 
 
Wie bereits in Kapitel 4.3.4.2 gezeigt, führt eine Verwundung zu einer erhöhten MMP-3 
Aktivität (relative MMP-Aktivität der Kontrolle: 2,3 ± 0,1 RFU/min; relative MMP-Aktivität 
der verwundeten Zellen: 3,0 ± 0,1 RFU/min). Im Vergleich dazu führt die Stimulation der 
Zellen mit IL-1ß zu einer deutlich höheren Aktivitätssteigerung (relative MMP-Aktivität: 
3,6 ± 0,1 RFU/min). Die Kulturüberstände, bei denen die Zellen sowohl verwundet als auch 
stimuliert wurden, zeigen eine vergleichbare Aktivitätssteigerung wie die lediglich mit dem 
Zytokin stimulierte Zellpopulation (relative MMP-Aktivität: 3,6 ± 0,5 RFU/min). Somit kann 
anhand dieses Ergebnisses gezeigt werden, dass die Verwundung der bereits entzündeten 
Zellen nicht dazu führt, dass eine weitere signifikante Steigerung der MMP-3 Aktivität 
auftritt. Die Aktivitätssteigerung durch IL-1ß scheint maximal zu sein. 
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4.3.6.2 Einfluss von Hydrocortison auf den Wundheilungsprozess 
Neben IL-1ß wurden auch für HC grundlegende Studien an NRK-Zellen durchgeführt. Dabei 
zeigte sich für MMP-9 und MMP-3 eine deutliche Herunterregulation, während TIMP-3 auf 
mRNA-Ebene hochreguliert wurde. Somit konnte für HC ein verlangsamender Einfluss auf 
die Wundheilung vermutet werden. Es wurden erneut impedanzspektroskopische Messungen 
durchgeführt, bei denen die Zellen vor einer Verwundung mit SFM und 550 nM HC 
behandelt wurden und Kontrollzellen, die nur mit SFM inkubiert (Kontrolle) wurden. Nach 
einer Äquilibrierungsphase wurden die Zellen elektrisch verwundet. Der 
Wundheilungsverlauf wurde anhand der Kapazität bei 40 kHz beobachtet und der T1/2-Wert 
bestimmt.  
In der Abbildung 4.41 wird ein signifikant höherer T1/2-Wert unter Einfluss von HC sichtbar 
(T1/2-Wert der Kontrolle: 3,4 ± 0,3 Stunden; T1/2-Wert der mit HC inkubierten Zellen: 
5,7 ± 0,7 Stunden). Dies zeigt, dass die NRK-Zellen unter Einfluss von HC circa zwei 
Stunden länger benötigen, um die Hälfte der Elektrode erneut zu bewachsen. Somit führt die 
Inkubation mit dem anti-inflammatorisch wirkenden HC zu einem verlangsamten 
Wundheilungsprozess. 
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Abb. 4.41 Einfluss von HC auf den Wundheilungsprozess von NRK-Zellen (n=7, N=14 
Mittelwert ±  SEM).        
 Die Zellen wurden auf ECIS-Elektroden kultiviert und mittels elektrischem Impuls 
verwundet. Dargestellt ist der für die jeweilige Kultivierungsbedingung ermittelte  
T1/2-Wert bei 40 kHz.        
 * Die Daten waren signifikant verschieden von der Kontrolle (* P < 0,05 %, one-way 
ANOVA). 
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Weiterhin sollte der Einfluss von HC nach einer Verwundung auf den Widerstand von NRK-
Zellen untersucht werden. Wie bereits in Kapitel 4.2.8.1 dargestellt, führt HC zu einem 
Anstieg des Widerstands und damit der Barrierefunktion von NRK-Zellen. Es sollte nun 
untersucht werden, in wieweit sich eine Verwundung auf diesen Widerstandsverlauf auswirkt. 
NRK-Zellen wurden für diese Experimente erneut auf Goldelektroden kultiviert und nach 
Erreichen der Konfluenz auf SFM bzw. SFM mit 550 nM HC umgestellt. Anschließend 
wurde der Verlauf des Widerstands über die Zeit beobachtet. Die Messung wurde an fünf 
verschiedenen Passagen, jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt. 
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Abb. 4.42 Zeitlicher Verlauf des Widerstands R bei 400 Hz mit 550 nM Hydrocortison 
inkubierter NRK-Zellen im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen nach 
Verwundung (exemplarisch eine Messung, Mittelwert ± SD der 
Doppelbestimmung).        
 Der Zeitpunkt der Verwundung ist mittels eines Pfeils gekennzeichnet.   
 
Abbildung 4.42 zeigt den typisch zeitlichen Widerstandsverlauf bei 400 Hz von NRK-Zellen 
mit HC Inkubation im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen nach einer Verwundung. Mit 
dem Verwundungsimpuls wird die Barrierefunktion der Zellschicht auf der Elektrode zerstört, 
was sich in Form des drastischen Widerstandsabfalls äußert. Dieser Zeitpunkt ist in der 
Abbildung durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das wieder Einwachsen der Kontrollzellen in 
die Wunde erfolgt innerhalb von zehn Stunden. Der Widerstand erreicht anschließend einen 
konstanten Wert von 12987 ± 213 Ω nach 50 Stunden. Der Wundheilungsprozess der mit  
550 nM HC inkubierten Zellen verläuft, wie bereits in Abbildung 4.41 deutlich, langsamer. 
Die NRK-Zellen haben erst nach fünfzehn Stunden die Elektrode erneut vollständig 
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bewachsen. Nach dem Wundverschluss wird jedoch im Vergleich zur Kontrollpopulation ein 
signifikant höherer Widerstand von 19619 ± 1673 Ω erreicht. HC bewirkt folglich auch nach 
einem Wundheilungsprozess eine deutliche Zunahme der Barrierefunktion von NRK-Zellen. 
 
4.3.7 Zusammenfassung und Diskussion zum Einfluss inflammatorischer und 
anti-inflammatorischer Agenzien auf den Wundheilungsprozess von 
NRK-Zellen  
Wie bereits in der Einleitung (vgl. Kap. 1.7.1) beschrieben, sind entzündliche Vorgänge ein 
wesentlicher Bestandteil eines Wundheilungsprozesses. Daher erfolgte in der vorliegenden 
Arbeit die Charakterisierung der NRK-Zellen in Bezug auf MMPs und TIMPs unter 
inflammatorischen und anti-inflammatorischen Bedingungen. Nachdem die Beteiligung 
verschiedener MMPs und TIMPs am Wundheilungsprozess von NRK-Zellen im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte (vgl. Kap. 4.3.5), wurde darauffolgend 
untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Regulation von MMPs und TIMPs unter 
entzündlichen Bedingungen und dem Einfluss auf die Wundheilung besteht.  
 
Zunächst wurde der Einfluss von exogen appliziertem IL-1β auf den Wundheilungsprozess 
mittels der ECIS-Technik untersucht. Zytokine werden als wesentliche Triebkraft während 
des Wundheilungsprozesses beschrieben.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte unter Einfluss von 5 ng/ml IL-1β eine Tendenz 
zur Beschleunigung der Wundheilung detektiert werden (vgl. Abb. 4.39). Da dieser Effekt 
jedoch schwächer ausfiel als vermutet, wurde das Experiment an neun verschiedenen 
Passagen durchgeführt, um eine verlässliche Aussage über eine tatsächliche Tendenz treffen 
zu können. Bei allen Passagen, mit nur einer Ausnahme, konnte dabei dieser Trend zu einer 
beschleunigten Wundheilung detektiert werden. 
Der Einfluss von IL-1β führte im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu einer gesteigerten 
MMP-9 Sekretion und MMP-3 Aktivität bei NRK-Zellen (vgl. Kap. 4.2.4), während bei 
TIMP-2 und TIMP-3 eine Herunterregulation auf mRNA-Ebene detektiert wurde 
(vgl. Kap. 4.2.7). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass IL-1β durch die gesteigerte MMP-
Aktivität und den reduzierten Einfluss von TIMPs zu einem verstärkten Umbau der ECM und 
zu einer beschleunigten Migration der Zellen führen könnte. Ein Grund für die in dieser 
Arbeit nur schwach zu detektierende Beschleunigung der Wundheilung kann unter anderem 
darin gefunden werden, dass der zeitliche Ablauf des Experimentes nur bedingt mit der in 
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vivo Situation zu vergleichen ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde für die 
Applikation von IL-1β ein Mediumwechsel durchgeführt. Um eine Reaktion der Zellen auf 
diesen Wechsel in der eigentlichen Messung auszuschließen, wurde eine Äquilibrationsphase 
eingefügt, bevor die Verwundung erfolgte. In dieser Zeit wurden die NRK-Zellen bereits mit 
IL-1β stimuliert. Somit erfolgte eine Verwundung unter bereits bestehenden 
inflammatorischen Bedingungen.  
Um deshalb einen genaueren Eindruck über die stattfindenden Reaktionen zu erhalten, wurde 
die MMP-3 Aktivität unter verschiedenen Bedingungen in Überständen von NRK-Zellen 
analysiert. Dabei diente MMP-3 als Beispiel für eine Protease und damit der 
matrixmetalloproteolytischen Aktivität. Es wurden, in Anlehnung an die durchgeführten 
ECIS-Experimente, die Einflüsse der einzelnen Stimulationen (IL-1β, Verwundung und die 
Kombination aus IL-1β und einer Verwundung) betrachtet (vgl. Abb. 4.40).  
Es zeigte sich in den Einzelstimulationen die bereits bekannte MMP-3 Aktivitätssteigerung 
nach einer Verwundung sowie nach alleiniger Stimulation mit IL-1β. Unter dem Einfluss von 
IL-1β fiel die Aktivitätssteigerung von MMP-3 jedoch wesentlich deutlicher aus. Die 
Kombination von IL-1β mit anschließender Verwundung führte zu einem Anstieg der MMP-3 
Aktivität, der der Hochregulation unter dem Einfluss des Zytokins allein entspricht. 
So könnte eine Erklärung für die nicht signifikante Beschleunigung der Wundheilung sein, 
dass durch die alleinige Inkubation der NRK-Zellen mit IL-1β bereits die maximale MMP-
Aktivität stimuliert wurde. Eine zusätzliche Verwundung kann die Reaktion somit nur noch in 
Maßen beeinflussen. Die Zellen könnten zunächst auf den Entzündungsimpuls reagieren, so 
dass die anschließend ablaufende Wundheilung als sekundäres Ereignis abläuft.  
Die Beteiligung von IL-1β an der Wundheilung diskutieren bereits Ravanti und Kähäri 
(2000). Über die Wirkungsweise von IL-1β während der Wundheilung ist in der Literatur 
wenig bekannt. Neben zahlreichen Veröffentlichungen die eine Modifikation der MMP- und 
TIMP-Expression unter Einfluss von IL-1β beschreiben (z.B. Ries und Petrides, 1995) 
erscheinen auch Ergebnisse bei denen, je nach Umgebung der Verwundung, kein Einfluss des 
Zytokins detektiert werden kann. So konnten Graves et al. (2001) einen Einfluss von IL-1β 
auf die orale, nicht aber auf die dermale Wundheilung von Mäusen zeigen. Thomay et al. 
(2009) konnten an IL-1β defizienten Mäusen keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der 
Wundheilung und die MMP-und TIMP-Expression detektieren. 
Um den im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachteten leicht beschleunigenden Effekt des 
Zytokins auf die Wundheilung auf eine Regulation von MMPs zurückzuführen, wurden 
weitere Experimente mit dem MMP-Breitbandinhibitor GM 6001 durchgeführt. Dabei wurde 
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bei den ECIS-Messungen zusätzlich zu IL-1β auch GM 6001 appliziert (Daten nicht gezeigt). 
Es sollte untersucht werden, ob der beschleunigenden Effekt von IL-1β auf die Wundheilung 
durch den Inhibitor egalisieren wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die 
elementare Bedeutung der MMPs am Wundheilungsprozess bereits durch die verlangsamte 
Wundheilung unter Einfluss von GM 6001 nachgewiesen werden (vgl Abb 4.25). Unter dem 
Einfluss von IL-1β wurde dies nicht festgestellt, da der Effekt des Zytokins auf den 
Wundheilungsprozess zu gering war, um eine eindeutige Inhibition detektieren zu können. 
Parallel zu den Untersuchungen zum Einfluss von IL-1β auf die Wundheilung wurde auch der 
Einfluss von Hydrocortison genauer betrachtet. Im Gegensatz zu dem inflammatorisch 
wirkenden Zytokin wird HC häufig in der Therapie von Erkrankungen als anti-
inflammatorisch wirkendes Medikament verwendet.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss HC auf die 
Wundheilung ausübt und ob Zusammenhänge mit der Regulation von MMPs und TIMPs bei 
NRK-Zellen zu beobachten sind. Dabei konnte an NRK-Zellen eine signifikante 
Verlangsamung der Wundheilung durch den Einfluss von 550 nM HC detektiert werden 
(vgl. Abb. 4.41). 
In der Literatur wird weitläufig die inhibierende Wirkung von Glucocorticoiden auf den 
Wundheilungsprozess beschrieben. Zum Beispiel zeigten Gupta et al. (1999) an mit HC 
behandelten Ratten eine verlangsamte Wundheilung. Die Autoren führten diese 
Beeinträchtigung auf eine Vielzahl von Faktoren, wie zum Beispiel den Einfluss von GCs auf 
die Chemotaxis der Entzündungszellen oder die Inhibition von Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren, zurück. 
Somit könnte auch eine Erklärung für den verlangsamten Wundheilungsprozess in der 
Regulation von MMPs und TIMPs gefunden werden. Der Einfluss von HC führte im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit bei NRK-Zellen zu einer Herunterregulation der MMP-9 Sekretion 
und der MMP-3 Aktivität. Zusätzlich konnte eine Hochregulation von TIMP-3 auf mRNA-
Ebene durch HC gezeigt werden. Es könnte vermutet werden, dass es durch die verringerte 
MMP-Aktivität und die gesteigerte TIMP-Expression zu einem verlangsamten Abbau der 
ECM kommt und die Zellen somit nur zu einer langsamen Migration fähig sind.  
 
Sowohl der Einfluss des proinflammatorischen IL-1β als auch des anti-inflammatorisch 
wirkenden HCs auf den Wundheilungsprozess von NRK-Zellen könnte somit auf die 
Veränderungen der MMP- und TIMP-Expression zurückgeführt werden, was erneut die 
Bedeutung der Proteasen und ihrer Inhibitoren bestätigt.  
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Wie bereits in Kapitel 4.2.9 gezeigt, bewirkt HC neben der Verlangsamung der Wundheilung 
eine signifikante Steigerung der Barrierefunktion von NRK-Zellen. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls untersucht, wie sich die Barrierefunktion unter Einfluss 
von HC während und nach dem Wundheilungsprozess verändert. Dabei wurde der zeitliche 
Verlauf des elektrischen Widerstands mit Hydrocortison inkubierter NRK-Zellen im 
Vergleich zu nicht stimulierten Zellen nach einer Verwundung mittels des elektrischen 
Wundheilungsassays analysiert (vgl. Abb. 4.42). Auch in diesem Experiment konnte ein 
verlangsamender Einfluss von HC auf die Wundheilung gezeigt werden. Im Vergleich zu den 
Kontrollzellen benötigten die mit HC inkubierten Zellen circa fünf Stunden länger, um die 
Elektrode erneut zu bewachsen und den Widerstandswert und damit die Barrierefunktion der 
Kontrollen zu erreichen. Anschließend stieg jedoch der Widerstand dieser Zellen weiter an, 
wodurch auch nach dem Wundheilungsprozess durch den Einfluss von HC eine signifikante 
Verstärkung der Barrierefunktion bei NRK-Zellen deutlich wird.  
Der barrieresteigernde Effekt von HC konnte bereits an verschiedenen Zellkulturmodellen 
gezeigt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dies erstmals an NRK-Zellen 
nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigt HC nicht nur auf den ablaufenden 
Wundheilungsprozess Wirkung, sondern führt auch anschließend zu einer Verstärkung der 
Barrierefunktion. Wie gerade beim Einfluss von HC auf die Wundheilung beschrieben, 
könnte die verminderte MMP- und gesteigerte TIMP-3- Expression eine Erklärung für die 
langsamer ablaufende Wundheilung darstellen. Parallel dazu kann auch die danach ablaufende 
Steigerung der Barrierefunktion mit Hilfe dieser Effekte erklärt werden. Durch die 
verminderte MMP-Aktivität und die gesteigerte TIMP-3 Expression kann es erneut zu einer 
Stabilisierung der Zellen und der Barrierefunktion kommen. 
So ist der Einfluss von HC nicht nur auf den zeitlichen Ablauf des Wundheilungsprozesses 
beschränkt, sondern bewirkt zusätzlich eine Stabilisierung des neu gebildeten Zelllayers.  
Zusammenfassung und Modell  161 
5 Zusammenfassung und Modell 
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Untersuchung der Beteiligung von Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) und tissue inhibitors of matrix-metalloproteinases (TIMPs) am 
Wundheilungsprozess von normal rat kidney (NRK-52E)-Zellen. Um eine genauere Aussage 
über die grundlegende MMP und TIMP-Ausstattung von NRK-Zellen machen zu können, 
wurde zunächst die Expression ausgewählter Proteasen und Inhibitoren unter dem Einfluss 
des pro-inflammatorischen Interleukin (IL)-1β und dem anti-inflammatorisch wirkenden 
Hydrocortison (HC) untersucht.  
Dabei konnte die wesentliche Bedeutung von MMP-9 und MMP-3 an entzündlichen 
Prozessen von NRK-Zellen durch die verstärkte Expression unter dem Einfluss von IL-1β 
nachgewiesen werden (vgl. Kap. 4.2.4). Bei der Inkubation mit HC wurde eine deutliche 
Herunterregulation beider Proteasen detektiert, was vermuten lässt, dass HC auch durch die 
Modulation der MMP-Expression einen Einfluss auf den Entzündungsprozess ausübt. 
Zusätzlich konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit am Beispiel der MMP-9 Sekretion der 
direkte Einfluss von HC auf die durch IL-1β stimulierte Reaktion gezeigt werden, so dass HC 
offensichtlich einen geeigneten Antagonisten für IL-1β bei entzündlichen Prozessen der Niere 
darstellt. Für MMP-14 (MT1-MMP) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine 
Beteiligung an entzündlichen Prozessen bei NRK-Zellen nachgewiesen werden.  
Des Weiteren ist die basale Expression von TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 bei NRK-Zellen 
und ihre zentrale Bedeutung bei entzündlichen Prozessen nachgewiesen worden 
(vgl. Kap. 4.2.7). Nach sechs Stunden wurde dabei unter dem Einfluss von IL-1β für TIMP-1 
eine Hoch-, für TIMP-2 und TIMP-3 eine Herunterregulation auf mRNA-Ebene gezeigt. 
Diese gegenläufigen Regulationen, besonders von TIMP-1 und TIMP-3, sprechen für einen 
differentiellen Einfluss der TIMPs auf die Entzündungsreaktion. Da eine Regulation von 
TIMP-1 auch auf Proteinebene gezeigt werden konnte, ist bei diesem Inhibitor von einer 
elementaren Bedeutung für eine Entzündungsreaktion bei NRK-Zellen auszugehen.  
Bei der Inkubation mit HC wurde ausschließlich für TIMP-3 eine Expressionsveränderung 
detektiert, während die beiden anderen TIMPs keine Regulierungen aufwiesen. Dies spricht 
ebenfalls für die elementare Bedeutung von TIMP-3 bei entzündlichen Prozessen.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein weiteres Ergebnis, unabhängig von der 
Wundheilung, erstmals an NRK-Zellen gezeigt werden. Unter dem Einfluss von HC wurde 
eine Steigerung des elektrischen Widerstands und damit der Barrierefunktion von NRK-
Zellen deutlich (vgl. Kap. 4.2.9). Weiterhin konnte ein generell stabilisierender Effekt von 
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HC auf die Zellen detektiert werden (vgl. Kap. 4.3.7). Obwohl NRK-Zellen nicht zu den 
klassischen Barriere bildenden Zellen gehören, konnte bei der genaueren Betrachtung dieser 
Veränderungen mit Hilfe der ECIS-Methodik der Einfluss von HC auf die tight junctions (Rb) 
und den Zell-Substratkontakt (α), nicht aber auf die Membrankapazität (Cm), d.h. auf die 
Zelloberfläche, gezeigt werden. Analog zu den Ergebnissen von Lohmann (2003) und 
Hartmann (2007) könnten diese Veränderungen mit dem Einfluss von HC auf MMPs und 
TIMPs erklärt werden. Durch die gesenkte MMP- Aktivität und eine gesteigerte TIMP-3 
Expression käme es dabei zu einem stabilisierenden Effekt auf die Barrierefunktion der 
Zellen. Bei den, im Rahmen der vorliegenden Arbeit, darauf folgenden Untersuchungen der 
tight junction Proteine Occludin und ZO-1 mittels immunzytochemischer Färbungen konnte 
jedoch kein eindeutiger, direkter Einfluss von HC auf die Expression der Proteine detektiert 
werden. 
 
Aufgrund der zuvor gezeigten Beteiligung verschiedener MMPs und TIMPs an entzündlichen 
Prozessen der NRK-Zellen konnte ebenfalls eine Beteiligung am Wundheilungsprozess 
vermutet werden. Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Anwendung des 
elektrischen Wundheilungsassays mittels der ECIS-Technik signifikant anhand des 
inhibierenden Einflusses des MMP-Breitbandinhibitors GM 6001 auf die Wundheilung von 
NRK-Zellen nachgewiesen. Die Beteiligung der ausgewählten MMPs und TIMPs ist 
ebenfalls, auf mRNA- bzw. Proteinebene, verdeutlicht worden. (vgl. Kap. 4.3.5).  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann anhand der erhaltenen Ergebnisse folgendes Modell 
zum Wundheilungsprozess bei NRK-Zellen vorgeschlagen werden (vgl. Abb. 5.1). Am 
Wundrand lassen sich verschiedene Bereiche unterscheiden. Neben stationären Abschnitten, 
welche durch einen festen Aktinsaum gekennzeichnet sind und in denen die Zellen keine 
morphologischen Anzeichen einer Migration zeigen (vgl. Abb. 5.1 Feld 1 und Feld 2), werden 
auch Gebiete migrierender Zellen sichtbar, die in die Wunde hineinragen und an denen sich 
der Aktinsaum auflöst (vgl. Abb. 5.1 Feld 3 und Feld 4). Das Zusammenspiel beider Bereiche 
führt dazu, dass zunächst eine Zellpopulation nach vorne wandert und anschließend der 
gesamte Zelllayer folgen kann (vgl. Modell Abb. 5.2).  
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Abb. 5.1 Darstellung eines Wundsaums von NRK-Zellen nach Markierung des f-Aktins 
mit TRITC-Phalloidin als Graustufenbild.     
 Am Wundrand lassen sich verschiedene Aktionsbereiche finden. Neben den 
stationären Bereichen (1 und 2) werden auch Bereiche migrierender Zellen (3 und 4) 
deutlich. Weitere Erläuterungen siehe Text. 
 
In der Umgebung einiger migrierender Zellen (vgl. Abb. 5.1 exemplarisch Feld 3) konnte im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine verstärkte MMP-9 Expression detektiert werden. Dabei 
wurde eine Lokalisationsverschiebung aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) ins 
Zytoplasma deutlich (vgl. Kap 4.3.5). In diesen Bereichen des Wundrandes könnte es unter 
dem Einfluss von MMP-9 zu einem verstärkten Umbau der ECM und damit zu einer 
Migration der NRK-Zellen kommen, wodurch die Wundheilung vorangetrieben würde. In 
ähnlicher Form könnte auch MMP-14 am Wundheilungsprozess beteiligt sein. Neben dem 
relativ großen Substratspektrum und damit der Beteiligung am ECM-Umbau wurde bereits 
eine verstärkte Zellmigration auf MMP-14 zurückgeführt (Okada et al., 1997).  
Da es sich bei dem Wundheilungsprozess jedoch nicht um eine Einzelzellmigration handelt, 
sondern der gesamte Zelllayer dem Wundschluss folgen muss, ist es notwendig, dass die 
Migration auf die anschließenden Zellen übertragen wird. Folglich ist es von Bedeutung, dass 
die durch MMP-9 und MMP-14 geförderte Fortbewegung der Zellen nach einiger Zeit 
inhibiert wird, damit diese Zellen nicht vom restlichen Zelllayer gelöst werden. Diese Theorie 
wird durch weitere Befunde dieser Arbeit unterstützt. Eine wesentliche Bedeutung scheint 
dabei TIMP-2 während der Wundheilung zuzukommen (vgl. Kap 4.3.5). So war am 
Wundrand ebenfalls in einigen Bereichen migrierender Zellen (vgl. Abb. 5.1 exemplarisch 
Feld 4) eine verstärkte Expression von TIMP-2 zu beobachten, was zu einer Inhibition der 
MMP-Aktivität führen könnte. Auch in der Literatur wird TIMP-2 mit ECM-
Ummodellierungen und einer Inhibition der Zellmigration und -proliferation in Verbindung 
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gebracht. Des Weiteren wäre eine Inhibition des Zellzyklus durch TIMP-2 denkbar, was 
ebenfalls zu einer verminderten Zellmigration führen könnte (Seo et al., 2006). TIMP-1 stellt 
eine weitere Möglichkeit zur Regulation der Migration dar. Auch dieser Inhibitor scheint am 
Ablauf der Entzündungsreaktion und der epithelialen Migrationsphase während der 
Wundheilung beteiligt zu sein, was anhand der Ergebnisse auf mRNA-Ebene der 
vorliegenden Arbeit vermutet werden kann (vgl. Kap 4.3.5). TIMP-1 wird als wichtiger 
Inhibitor für MMP-9 beschrieben, so dass die Migration durch die Bindung von MMP-9 
verhindert werden könnte, um dem Rest des Zelllayers das Nachfolgen zu ermöglichen.  
Neben diesen migrierenden Bezirken sind am Wundrand jedoch auch stationäre Bereiche zu 
detektieren (vgl. Abb. 5.1 exemplarisch Feld 2). Ein erstaunliches und zunächst unerwartetes 
Ergebnis der vorliegenden Arbeit zeigte dabei die verstärkte Expression des tight junction 
Proteins Claudin-1 in diesen Abschnitten des Wundrandes (vgl. Kap 4.3.3). In der Literatur 
wird eine Beteiligung von Claudin-1 an der Aktivierung von pro-MMP-2 postuliert. Pro-
MMP-2 wird durch ein Zusammenspiel von MMP-14 und TIMP-2 aktiviert, wobei zunächst 
ein TIMP-2 Molekül an das aktive MMP-14 bindet. TIMP-2 fungiert anschließend als 
Rezeptor für pro-MMP-2, während ein weiteres MMP-14 Molekül das pro-MMP-2 spaltet, 
um die aktive Form zu entlassen. Bei diesem Vorgang ist Claudin-1 in der Lage, TIMP-2 zu 
ersetzen (Miyamori et al., 2001). Weiterhin wird das tight junction Protein mit der 
Rekrutierung weiterer MT-MMPs an den Wundrand in Verbindung gebracht, was die 
verstärkte Degradation der ECM zur Folge hat. Somit könnte die gesteigerte Expression von 
Claudin-1 bewirken, dass eine verstärkte MMP-2 Aktivierung und die Rekrutierung der MT-
MMPs zu einem gesteigerten Abbau der ECM führt, wodurch das „Nachziehen“ des 
restlichen Zelllayers ermöglicht wird. Dieser Prozess könnte somit der Vorbereitung zur 
Migration der anschließenden Zellen dienen.  
In einem weiteren Schritt muss anschließend die Migration des Zelllayers erfolgen. Dabei 
wird der Verschluss einer Wunde häufig mit einer Kontraktion des den Wundrand 
umgebenden Aktinsaums in Verbindung gebracht. Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
konnte in den stationären Bereichen am Wundrand (vgl. Abb. 5.1 exemplarisch Feld 1) von 
NRK-Zellen eine deutliche Verstärkung der Aktinexpression detektiert werden 
(vgl. Kap 4.3.3). So wäre bei NRK-Zellen ein „Nachziehen“ des gesamten Zelllayers durch 
die Kontraktion von Aktin denkbar. Dabei ist die Mitwirkung von MMP-3, nach den 
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, zu vermuten. Die Beteiligung der Protease am 
Wundheilungsprozess von NRK-Zellen könnte, neben der proteolytischen Aktivität und dem 
aktivierenden Einfluss auf IL-1β und TNF-α, auch mit der Regulation des Aktin-Netzwerkes 
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in Verbindung gebracht werden (vgl. Kap 4.3.5). Bullard et al. (1999) beschrieben den 
Einfluss von MMP-3, über die Modellierung der Zell-ECM-Interaktion und über die 
Freisetzung von Zytokinen oder anderen Faktoren auf die Aktinorganisation, und die damit 
einhergehende Kontraktion der Wunde. Somit könnte die gesteigerte MMP-3 Expression mit 
der notwendigen Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts erklärt werden, welche 
anschließend das Fortschreiten der Wundheilung begünstigt.  
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Abb. 5.2: Schematisches Modell zur Beteiligung von MMPs und TIMPs am 
Wundheilungprozess von NRK-52E-Zellen.     
 Erläuterungen siehe Text. 
 
Zusätzlich wurde der Einfluss von IL-1β und HC auf den Wundheilungsprozess von 
NRK-Zellen analysiert, um einen möglichen Zusammenhang mit der Regulation von MMPs 
und TIMPs unter entzündlichen Bedingungen und dem Einfluss auf die Wundheilung 
nachweisen zu können (vgl. Kap. 4.3.7). So ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt 
worden, dass sowohl der Einfluss von IL-1β als auch des anti-inflammatorisch wirkenden 
HCs auf den Wundheilungsprozess von NRK-Zellen auf die Veränderungen der MMP- und 
TIMP-Expression zurückzuführen sein könnten, was erneut die Beteiligung der Proteasen und 
ihrer Inhibitoren unterstreicht.  
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6 Ausblick 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die elementare Bedeutung der Matrix-
Metalloproteasen (MMP)-9 und MMP-3 an entzündlichen Prozessen von NRK-52E-Zellen 
nachgewiesen werden. MMP-14 wird ebenfalls basal exprimiert, scheint aber, aufgrund 
fehlender Regulationen, keine Bedeutung für eine Entzündungsreaktion zu haben. Des 
Weiteren konnte die Beteiligung der tissue inhibitors of matrix-metalloproteinases (TIMP)-1, 
TIMP-2 und TIMP-3 gezeigt werden. 
Im Rahmen zukünftiger Arbeiten könnte die Bedeutung weiterer MMPs am 
Wundheilungsprozess von NRK-Zellen untersucht werden. Dabei sollte vor allem ein Fokus 
auf MMP-8 gelegt werden, da diese Protease vermehrt mit einem Einfluss auf den 
Wundheilungsprozess in Verbindung gebracht wird (Armstrong und Jude, 2002).  
Bei den TIMP-Nachweisen mittels der Western Blot Analyse wurden nicht nur die Banden 
der freien Moleküle sichtbar, sondern auch Banden bei höheren Molekulargewichten, die 
vermutlich von TIMP-MMP-Komplexen stammen. Um diese Komplexe näher zu 
spezifizieren könnten weitere Untersuchungen in Form von Doppelimmunfluoreszenzen mit 
verschiedenen MMP-Antikörpern erfolgen. Zur Komplettierung der Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit zu den MMP-Inhibitoren sollte in zusätzlichen Studien auch versucht 
werden, TIMP-4 auf Proteinebene zu detektieren. 
 
Zum Einfluss von MMPs und TIMPs auf den Wundheilungsprozess konnten im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit an NRK-Zellen einige erstaunliche Ergebnisse gezeigt werden.  
 
Dabei ist die Claudin-1 Expression am Wundrand der Zellen erstmals nachgewiesen worden, 
was elementare Bedeutung von Claudin-1 für die Wundheilung von NRK-Zellen belegt. Die 
Vermutung, dass Claudin-1 bei der Aktivierung von MMP-2 beteiligt ist und weiterhin zu 
einer Rekrutierung verschiedener membranständiger MMPs (MT-MMPs) könnte Gegenstand 
weiterer Untersuchungen sein. So wäre es interessant durch Doppelimmunfluoreszenzen eine 
eventuelle Beziehung zwischen Claudin-1, MT-MMPs und MMP-2 zu detektieren. Weiterhin 
ist die Expression von MMP-2 besonders am Wundrand von Interesse.  
 
Am Wundrand konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine verstärkte MMP-9 
Expression detektiert werden. Die Immunfluoreszenzfärbungen fielen dabei teilweise sehr 
schwach aus, so dass weitere Untersuchungen, wie zum Beispiel elektronenmikroskopische 
Aufnahmen, die Lokalisation von MMP-9 am Wundrand genauer verifizieren könnten. 
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Auch der im Rahmen der vorliegenden Arbeit vermutete Einfluss von MMP-3 auf die 
Wundheilung von NRK-Zellen über die Veränderung der Organisation des Aktinzytoskeletts 
bedarf weiterer Untersuchungen. Dabei gilt es zu analysieren, ob MMP-3 auch bei den 
Nierenzellen Auswirkungen auf das Aktinzytoskelett hat und ob eine Herunterregulation von 
MMP-3, zum Beispiel mittels RNAi, eine Beeinträchtigung der Wundheilung zeigt. 
 
Für TIMP-2 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine faserige Anordnung in NRK-
Zellen nachgewiesen, was eine Kolokalisation mit einem Zytoskelettbestandteil, eventuell 
Mikrotubulistrukturen, vermuten ließ. Um diese Interaktion zwischen dem Inhibitor und 
Tubulin zu bestätigen, könnten zum Beispiel Präzipitationsversuche durchgeführt werden. 
Zudem wurde eine verstärkte Expression von TIMP-2 in einigen Bereichen von migrierenden 
Zellen detektiert. Die aufgrund dieser Resultate vermutete elementare Bedeutung des 
Inhibitors für den Wundheilungsprozess von NRK-Zellen sollte Gegenstand weiterer Studien 
sein. So wäre bei NRK-Zellen die Analyse zum Einfluss von TIMP-2 auf den Zellzyklus und 
die dadurch vermutete Inhibition der Zellmigration während der Wundheilung von Interesse. 
Dabei könnte die im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Expression von TIMP-2 
am Spindelapparat während der Mitose von Bedeutung sein. 
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8 Anhang 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
Abb.  Abbildung 
APS  Ammoniumperoxodisulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
bidest.  bidestilliert 
BHS  Blut-Hirn-Schranke 
bp  Basenpaare 
BSA  bovine serum albumine (Rinderserumalbumin) 
c  Konzentration 
CAMs  cell adhesion molecules 
cDNA  complementary desoxyribonucleic acid (komplementäre DNA) 
CPE  Constant Phase Element 
DAPI  4´,6-Diamindin-2-Phenylindol 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium  
DMPC  Dimethylpyrocarbonat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP  Desoxyribonucleosidtriphosphat 
DNA  desoxyribonucleid acid (Desoxyribonucleinsäure) 
DNP  2,4-dinitrophenyl 
DTT  Dithiothreitol 
E  Extinktion 
ECIS  Electric Cell-Substrate Impedance Sensing 
ECL  enhanced chemoluminescence 
ECM  extrazelluläre Matrix 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 
FCS  fetal calf serum (fetales Kälberserum) 
g  Erdbeschleunigung 
GC  Glucocorticoid 
GLU  Glutaminsäure 
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GM  GM 6001; Galardin; N-[(2R)-2-(Hydroxamidocarbonylmethyl)-4- 
methylpentanoyl]-L-tryptophanmethylamid  
h Stunde(n) 
HC Hydrocortison 
IS Impedanzspektroskopie 
ICAM  intercellular adhesion molecule 
IgG  Immunglobulin 
IL-1β  Interleukin-1beta 
Kap.  Kapitel 
kDa  Kilodalton 
MCA  (7-Methoxycoumarin-4-yl) acetyl) 
MLCK myosin light-chain kinase 
ML-7  (1-(5-Iodonaphthalene-1-sulfonyl) homopiperazine, HCl) 
MMPs  Matrix-Metalloproteasen 
mRNA messenger RNA 
MT-MMP membrane-type MMP 
NRK  normal rat kidney 
Nva  L-Norvalin 
PBS  phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCR  polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PFA  Paraformaldehyd 
PKC  Protein-Kinase C 
POD  Peroxidase 
RNA  ribonucleic acid (Ribonucleinsäure) 
RT  Raumtemperatur 
SDS  Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
sec  Sekunde(n) 
SFM  serumfreies Medium 
Tab.  Tabelle 
TACE  TNF-α converting enzyme 
TBS  Tris buffered saline 
TEMED N,N,N`,N´-tetramethylethyldiamin 
TER  transepithelialer elektrischer Widerstand 
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TIMPs  tissue inhibitors of metalloproteinases 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tris  Tris[hydroxymethyl]aminomethan 
TRITC Tetramethylrhodamin 
Tween  Laurylsorbitanpolyethylenglykol 
VCAM vascular cell adhesion molecule 
v/v  Volumenanteil 
w/v  Massenanteil 
WHI  Wundheilungsindex 
Z  Impedanz 
ZO  zonula occludens 
8.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Autoklav Tuttnauer 3870 C  Systech, Wettenberg 
Autoradiographie-Kassetten  Oncor, Appligene, Gaithersburg 
Brutschränke BB 6220  Heraeus, Düsseldorf 
 IG 150  Jouan, Unterhaching 
 IR 1500  Flow, Meckenheim 
Blotapparatur Semi-dry  Sigma, Steinheim 
Charlotte Einkanal Vollpipette (5-250 µl)  SLG, Gauting 
Deckgläschen   Roth GmbH, Karlsruhe 
ECIS-Elektrodenarrays (8W10E)  Applied Biophysics, Troy, USA 
ECIS-Messsystem 1600R  Applied Biophysics, Troy, USA 
Einwegspritzen (1 ml)   Braun, Melsungen 
Einwegspritzen (5, 10 und 20 ml)  Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen 
Electrophoresis Power Supply EPS 100  Amersham Pharmacia Biotech,  
   Freiburg 
Feinwaage   Sartorius, Göttingen 
Filmentwickler AGFA Curix 60  AGFA AG, Leverkusen 
Fluoreszenzmikroskop   Leica, Wetzlar   
Fotofilm Super RX   Fujifilm, Düsseldorf 
Gelkammer   Cosma Bio Co., Japan 
Glasplatten (SDS-PAGE)  Biometra, Göttingen 
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Gewebekulturflaschen   Nunc, Wiesbaden 
Gewebekulturplatten (6-Well)  Costar, Bodenheim 
HyperfilmTM MP   Amersham Pharmacia, Freiburg 
Inkubator B 6120   Heraeus, Düsseldorf 
Kanülen   Neolus, Hamburg 
Kunststoffröhrchen (10 und 50 ml)  Greiner, Frickenhausen 
Latexhandschuhe   Roth GmbH, Karlsruhe 
Laborzentrifuge Megafuge 1.0  Heraeus, Düsseldorf 
Lichtmikroskop   Leitz, Wetzlar 
Mastercycler Gradient   Eppendorf, Köln 
Microcon YM-3, YM-30  Millipore, Eschborn 
MicroAmp, Optical 96-Well Reaction Plate  Applied Biosystems, Foster City (USA) 
Nitrocellulose Membran (HybondTM ECLTM)  Amersham Pharmacia, Freiburg 
Objektträger   Servoprax, Wesel 
Petrischalen (23 cm2)   Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Pipetboy acu   Integra Biosciences, Fernwald 
Pipetman   Eppendorf, Hamburg 
Pasteurpipetten   Brand, Wertheim 
PCR Tubes (0,5 ml)   Eppendorf, Köln 
Quarzküvette (100 µl)   Hallam, Mühlheim 
Reaktionsgefäße 1,5 ml  Brand, Wertheim 
 2,0 ml  Eppendorf, Köln 
Schüttler Innova 4230   Brunswick Scientific, Edison (USA) 
StepOne Plus (Gerät und Auswertungssoftware) Applied Biosystems, Foster City (USA) 
Sterilbank BSB 6A   Flow, Meckenheim 
Sterilbank LaminAir   Holten, Gydevang (DK) 
Sterilisator UT 2160   Heraeus, Düsseldorf 
Sterilfilter (Porengröße 0,2 µm)  Sartorius, Göttingen 
Thermomixer Comfort   Eppendorf, Köln 
Tischzentrifuge 5415  Eppendorf, Hamburg 
 5804  Eppendorf, Hamburg 
UV-Vis-Spektrometer UV-1601 PC  Shimadzu, Duisburg 
Vakuumpumpe   KFN Neuberger GmbH, Freiburg 
Wasserbad AL 18   Lauda, Lauda-Königshofen 
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Whatman-Papier (No. 3)  Whatman, Maidstore, UK 
Zählkammer nach Bürker  Paul Marienfeld, Lauda Königshofen 
Zellkulturflaschen (25 cm2)  Nunc, Roskilde (DK) 
Zellspatel   Costar, Cambridge (GB) 
8.3 Chemikalien, Kits, Sonstiges  
Ammoniumperoxodisulfat    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)  AppliChem, Darmstadt 
β-Mercaptoethanol     Sigma, Steinheim 
Brij-35   Merck, Darmstadt 
Coomassie Brilliant Blue R-250  Bio-Rad Laboratories, München 
DMEM   Biochrom AG, Berlin 
DMPC   Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DMSO      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
DNAse Kit   Qiagen, Hilden 
ECL (Western Blotting detection reagents)  Amersham Pharmacia, Freiburg 
EDTA       Merck, Darmstadt 
Ethanol 100 % (p.a.)     Merck, Darmstadt 
Einbettpuffer AquaPolyMount  Polyscience, Warrington 
FCS       PAA, Cölbe 
Formaldehyd (37 %)     Merck, Darmstadt 
Gelatine      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Glycin       Serva, Heidelberg 
GM 6001      Calbiochem, Bad Soden 
Hydrocortison      Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
IL-1ß (Ratte)      Sigma-Aldrich, Schnelldorf 
KH2PO4      Merck, Darmstadt 
Methanol (p.a.)     Fluka, Neu Ulm 
MgCl2 * 6 H2O     Merck, Darmstadt 
Milchpulver      Merck, Darmstadt 
MMP-control-6     Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Na2HPO4      Fluka, Neu Ulm 
NaCl       Merck, Darmstadt 
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NFF-3 (MMP-3 Substrat)    Calbiochem, Darmstadt 
Page RulerTM Prestained Protein Ladder  Fermentas, St. Leon-Rot 
Paraformaldehyd     Merck, Darmstadt 
Penicillin/Streptomycin     Seromed, Berlin 
Power SYBR-Green Master Mix   Applied Biosystems, Foster City (USA) 
Protease Inhibitor Cocktail    Roche, Basel (Schweiz) 
Protogold      British Biocell International, Cardiff (UK) 
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot 
RNeasy Mini Kit     Qiagen, Hilden 
SDS       Serva, Heidelberg 
TEMED      Merck, Darmstadt 
Tris       ICN Biomedicals, Eschwege 
TRITC-Phalloidin     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Triton-X-100      Merck, Darmstadt 
Trypsin      Biochrom AG, Berlin 
Tween-20      Sigma, Steinheim 
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